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Resumen

El agua de coco es un alimento rico en sales minerales ampliamente utilizado como
bebida hidratante; sin embargo, el rapido crecimiento microbiano es una limitante
para su comercializacion. El objetivo de este trabajo fue aplicar métodos
combinados (UV-C y vainillina) para la inactivacién de S. Typhimurium en agua de
coco y evaluar su estabilidad durante el almacenamiento a dos temperaturas. Se
utilizé agua de coco obtenida de manera aséptica de cocos frescos. Se evalué el
efecto de diferentes concentraciones de vainillina sobre las caracteristicas
sensoriales (prueba hedonica) y microbiolégicas (S. Typhimurium) del agua de coco
y se decidio la de mayor efecto antimicrobiano y menor efecto sensorial para su uso
como antimicrobiano natural en el proceso del agua de coco por métodos
combinados. Posteriormente, el agua de coco fue inoculada con S. Typhimurium,
procesada con luz UV-C (1, 2 y 3 lamparas de UV-C), adicionada con vainillina y
almacenada a temperatura ambiente (22°C) y refrigeracion (5°C). El efecto de los
métodos combinados en agua de coco se evalué durante 30 dias de
almacenamiento. El agua de coco no present6 afectacion significativa (p < 0.05) en
la aceptacion sensorial por la adicion de vainillina, alcanzando una valor promedio
de 7 (me gusta moderadamente) en una escala hedodnica; se observd que a una
concentracion de 100 ppm se redujo 0.7 ciclos logaritmicos de S. Typhimurium. El
proceso con luz UV-C alcanzé una reduccion de S. Typhimurium de 3.8 y 5.2 ciclos
logaritmicos cuando se procesé con 1y 2 ldmparas de UV-C, respectivamente.
Mientras que con el uso de 3 lamparas no se detecto la presencia de S. Typhimurium.
Durante el almacenamiento, se observo efecto significativo por la adicion de
vainillina en el desarrollo de S. Typhimurium en agua de coco almacenada a 22°C,
mientras que a 5°C la adicion de vainillina no tuvo efecto significativo en el desarrollo
del microorganismo. El agua de coco procesada durante 7 minutos y almacenada a
5°C present6 una vida en anaquel adecuada durante 30 dias de almacenamiento,
por lo que la utilizacion de métodos combinados puede ser una alternativa al

procesamiento y comercializacion de agua de coco.



1. Introduccién

El coco (Cocos nucifera L.) se distribuye principalmente en areas tropicales y
subtropicales, donde es cultivado para la obtencion de aceite y agua. Una parte de
su fruto es el agua de coco, a la cual se le atribuyen numerosas propiedades, tales
como antibacteriano, antifingico, antiviral, antiparasitario, antidermico, antioxidante,
hipoglucemiante, hepatoprotector, entre otras. El agua de coco es rica en nutrientes
y minerales esenciales para la salud humana. Sin embargo, para que se aprovechen
todos sus nutrientes, es necesario su consumo en fresco o utilizando tecnologias
no convencionales para que durante el almacenamiento y distribucion mantenga las
caracteristicas deseables para su consumo. No obstante, el agua de coco es
susceptible al ataque de microorganismos deteriorativos y/o patégenos, dentro de
los cuales se pueden encontrar a Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus, entre otros.

La industria de alimentos trata constantemente de satisfacer las exigencias de los
consumidores, los cuales demandan alimentos mas frescos y nutritivos, pero que
sean microbiolégicamente seguros para su consumo. Dado lo anterior, se han
impulsado el disefio, desarrollo y aplicacion de nuevas tecnologias y metodologias
gue permitan obtener productos con caracteristicas semejantes al alimento fresco.
En este sentido, el uso de luz ultravioleta de onda corta (UV-C), es muy prometedor
ya que no produce residuos quimicos en el alimento y ha sido aprobada por la FDA
(2001) como un método de pasteurizacion en frio. Por otra parte, el uso de
antimicrobianos naturales se ha incrementado recientemente, ya que se busca
reducir el uso de productos quimicos que son cada vez mas prohibidos debido a los

problemas que causa su consumo aun a dosis bajas.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de métodos
combinados (UV-C vy vainillina) sobre la inactivacion microbiana de Salmonella
Typhimurium en agua de coco, asi como su estabilidad durante el almacenamiento

a diferentes temperaturas.
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2. Justificacion

El agua de coco es una bebida refrescante que se consume principalmente por su
sabor dulce y fresco. Sin embargo, posee una adecuada cantidad de nutrientes lo
gue genera que sea facilmente contaminable por microorganismos deteriorativos y
patdgenos causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos; por ejemplo,
la salmonelosis. Por otra parte, actualmente se ha incrementado el interés en la
aplicacion de métodos combinados con la finalidad de incrementar la vida en
anaguel de productos alimentarios y evitar el dafio generado por los procesos
térmicos; al respecto, se han evaluado diferentes antimicrobianos naturales para
evitar el uso de antimicrobianos sintéticos que cada vez son més prohibidos en el
area de alimentos. Debido a lo anterior, es importante buscar diferentes métodos
combinados que garanticen la estabilidad microbiana del agua de coco sin afectar

las caracteristicas deseadas por el consumidor.



3. Objetivos.
3.1 Objetivo general.

e Aplicar métodos combinados (UV-C y vainillina) para la inactivaciéon de
Salmonella Typhimurium en agua de coco y evaluar su estabilidad durante el

almacenamiento a diferentes temperaturas.
3.2 Objetivos particulares.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de vainillina en la aceptacion
sensorial de agua de coco.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de diferentes concentraciones de
vainillina sobre Salmonella Typhimurium inoculada en agua de coco.

e Aplicar luz UV-C y vainillina sobre agua de coco inoculado con Salmonella

Typhimurium durante el almacenamiento a diferentes temperaturas.



CAPITULO |
4. Marco tedrico
4.1 Coco (Cocos nuciferaL.)

El cocotero también llamado “el arbol de la vida”, es una planta de gran porte y
belleza apreciada por muchas culturas alrededor del mundo, por su alto valor
econdmico, social y cultural. Su cultivo constituye una de las explotaciones agricolas
mas antiguas que el hombre ha establecido en la extensa zona intertropical. Es una
palmera de la familia Arecacea (Walter et al., 2009). La fruta estd compuesta de
endospermo (carne blanca), agua (contenido acuoso dentro del fruto) y una cascara

muy dura (Ochoa-Velasco et al., 2014). Su taxonomia se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1 Taxonomia de Cocos nucifera L.

REINO Plantae
SUB REINO Tracheophyta
FILIO Magnoliophyta
CLASE Liliopsida
ORDEN Arecales
FAMILIA Arecacea
SUB-FAMILIA Arecoideae
TRIBU Cocoseae
GENERO Cocos
ESPECIE Cocos nucifera L

Tomado de Naturalista, 2018



4.1.1 Aprovechamiento del coco (Cocos nucifera L.)

El coco (Figura 1) cientificamente conocido como Cocos nucifera L es una fruta
fibrosa que por lo general es de forma ovoide, con variedad de tamafios y con un

peso promedio de 1.2-2 kg (Tetra pak, 2016).

Figura 1. Cocos nucifera L. (Tetra pak, 2016).

En la Tabla 2 muestra algunos de los multiples beneficios a tribuidos al coco.

Tabla 2 Beneficios del consumo de agua de coco (Cocos nucifera L.)

FUNCION EFECTO
Hidratante Tiene un alto porcentaje de agua y
minerales que evitan la deshidratacion.

Remineralizarte Ayuda a regular la tonicidad de los
musculos y mejorar las funciones del
corazon.

Antioxidante Algunos de los minerales con los que
estd compuesto ofrecen funcion de
antioxidante.

Regulacion de presion sanguinea Esto se debe a que sus grasas
saturadas aportan una reserva de

energia de calidad para el cuerpo.

Tomado de Uzcanga, 2015.



El coco crece a lo largo de las costas arenosas a través de los Tropicos y en la
mayoria de las regiones subtropicales, una palma alta que usualmente mide de 10
a 20 m de altura posee un tronco delgado (Parrotta, 1993).

Es cultivado en los paises tropicales principalmente por el alto contenido de aceite
del endospermo, que se utiliza ampliamente en las industrias alimentarias, tomando
en cuenta que la palma de coco tiene 12 diferentes cultivos de frutos secos, desde
la apertura de la flor hasta el fruto maduro. India es el tercer pais productor de coco
(Tabla 3), después de Indonesia y Filipinas, teniendo un area de aproximadamente
1,78 millones de frutos con un promedio de 5 295/ hectarea (Granados-Sanchez y
Loépez-Rios, 2002).

Cabe mencionar que los principales productos obtenidos de la fruta de coco son

aceite, leche, copra, harina de copra, agua, entre otros (Ochoa-Velasco et al., 2018).

Tabla 3 Principales paises productores de coco.

30%

26%

18%
5%
3%
3%
2%
2%
1%
1%

Tomado de Granados-Sanchez y Lopez-Rios, 2002.



El coco provee alimento, bebida, materiales de construccion, fibra, aceites, etc.
contribuye con un alto valor de nutrientes destacando el agua de coco, con
cualidades hidratantes naturales, propiedades de salud funcionales y beneficios
nutricionales. Por otra parte, el agua de coco es un sustrato no lacteo que se puede
introducir como un nuevo vehiculo para el consumo de bebidas funcionales
cultivadas especialmente por veganos (vegetarianos) y consumidores intolerantes
a la lactosa (DebMandal y Mandal, 2011).

4.1.2 Caracteristicas del agua de coco y sus propiedades medicinales

Para la obtencion de agua de coco depende de varios factores tales como la edad
de maduracién, las estaciones de crecimiento, ubicacion geogréfica y condiciones

ambientales, incluida también la temperatura (Yong et al., 2009).

El agua de coco es el endospermo liquido que se encuentra en la cavidad de la
nuez. Para el tercer mes de desarrollo de la fruta hay pequefias cantidades de agua
de coco, esta cantidad aumenta y alcanza el maximo cuando la nuez tiene 7-9
meses de desarrollo, al mismo tiempo es cuando el agua de coco sabe mas dulce
y se clasifica como agua de coco joven. Posteriormente entre los 10- 13 meses de
desarrollo se clasifica como agua de coco madura tomando en cuenta un factor
importante cuando el fruto alcanza su maduracién la cantidad de agua de coco
disminuye; esto se debe a que, durante la maduracién, el agua de coco se utiliza
para formar carne de coco dentro de la fruta, un fenébmeno en todas las variedades
de coco (Tetra pak, 2016).



4.1.3 Composicién del agua de coco

El agua de coco contiene un sin nimero de componentes, entre ellos encontramos:
carbohidratos, proteinas, vitaminas y sales como el sodio, potasio, cloro, entre otras.
Sin embrago, la composicion real del agua de coco cambia segun la variedad del
coco y el medio ambiente en que ha crecido (Gragnani, 2016).

Ademas de su papel nutricional, (Tabla 4) el agua de coco tiene fitohormonas u
hormonas vegetales, las cuales son sustancias producidas por células vegetales en
sitios estratégicos de la planta y que son capaces de regular los
fendmenos fisiologicos de las plantas y ayudan a regular el crecimiento. Cabe
mencionar que, al tener altas propiedades nutricionales, los microorganismos
aprovechan los azucares del agua de coco y producen acido y gas, causando su
fermentacion asi mismo un deterioro del agua (Dalie et al., 2010).

Tabla 4 Valor nutricional del agua de coco (Cocos nucifera L).
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4.2 Familia de las Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae constituye un gran grupo heterogéneo de bacterias
gramnegativas. Su nombre ha sido descrito por su localizacion habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, encontrandose de una forma universal en el suelo,
el agua y la vegetacién, asi como formando parte de la flora intestinal normal de

animales ademas del hombre (Garcia-Puerta y Rodriguez-Mateos, 2010).
4.2.1 Estructura de la familia Enterobacteriaceae

Los componentes estructurales de la pared celular de las enterobacterias esta
constituida por la membrana citoplasmica interna, formada por una bicapa de
fosfolipidos con proteinas intercaladas, una capa fina de peptidoglicano que la
envuelve y forma entre ambas el espacio periplasmico y una compleja membrana
externa constituida por otra bicapa de fosfolipidos con una amplia intercalacion de
elementos, incluyendo el lipopolisacéarido (LPS), la lipoproteina, las porinas y otras
proteinas, asi mismo flagelos, las fimbrias o “pili” y las adhesinas (Figura 2)
(Almirante, 2002).

citoplasma
pili s - =

o=

- -
ribosomas———-
r

2
Y- pared celular

material nuclear

= “Y v - flagelo
= e ‘
membrana celular (\)

Figura 2 Estructura general de la familia Enterobacteriaceae (Almirante,
2002).

La antigénica de la superficie bacteriana de las enterobacterias esta formada por
tres clases de antigenos: los somaticos o antigenos O, los flagelares o antigenos H,

y los capsulares o antigenos K (Almirante, 2002).
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4.2.2 Salmonella Typhimurium

Salmonella es un género de bacilos gramnegativos que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Es una bacteria omnipresente y resistente que puede
sobrevivir durante varias semanas en un ambiente seco y varios meses en agua
(OMS, 2017). Es importante saber que la salmonelosis es una de las enfermedades
mAas comunes y se considera un problema de salud publica principalmente en
paises en vias de desarrollo generalmente contraida por el consumo de alimentos
de origen animal (carne, pollo, huevos, leche) y por vegetales contaminados con
materia fecal; siendo los factores de virulencia y el estado inmunolégico del paciente
cruciales, ya que puede ocasionar desde una infeccién gastrointestinal leve y
autolimitada hasta una enfermedad sistémica que llega a poner en peligro la vida

del ser humano (Parra et al., 2002).
4.2.3 Estructura Salmonella Typhimurium

Varios brotes transmitidos por alimentos se han asociado con la presencia de
Salmonella Typhimurium en productos alimenticios incluyendo carne de res, pollo,
frutas, verduras, etc. La gran variedad de productos alimenticios muestra que
Salmonella es capaz de crecer y sobrevivir en una amplia gama de condiciones
(Bermudez-Aguirre y Corradini, 2011). Por otra parte, Salmonella Typhimurium no
causa una enfermedad tan severa como la Salmonella Typhi (otra variacion
de Salmonella que causa la fiebre tifoidea). La enfermedad se caracteriza por
causar diarreas, dolores abdominales, vémitos y nauseas y suele durar unos 7 dias

en humanos.
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4.3 Métodos Combinados

Las técnicas de conservacion se aplican para controlar el deterioro de la calidad de
los alimentos. Sin embargo, la prioridad de cualquier proceso de conservacion es
minimizar la probabilidad de ocurrencia y crecimiento de microorganismos
deteriorativos y patdgenos. Desde el punto de vista microbiolégico, la conservacion
de alimentos consiste en exponer a los microorganismos a un medio hostil para
prevenir o retardar su crecimiento, disminuir su supervivencia o causar su muerte.
Leistner y Gould (2002) mencionan que factores como la acidez, la limitacion del
agua disponible para el crecimiento, la presencia de conservadores, las
temperaturas bajas, la limitacion de nutrientes, entre otros, contribuyen a la creacion

de un medio adverso para el crecimiento microbiano.

En la actualidad, se busca la combinacién de dos o mas factores que interaccionen
aditiva o sinérgicamente controlando a la poblacidbn microbiana, evitando la
aplicacion de un solo factor de conservacion en forma severa, lo que mejora la
calidad sensorial y nutrimental del alimento; permitiendo el procesamiento de
productos semejantes al producto fresco, mas sanos, con menos aditivos y listos
para preparar y servir (Alzamora y Lépez, 1998). A esta combinacién de factores se
le ha denominado tecnologia de obstaculos o factores combinados (Leistner y Rodel,
1976).

Por otra parte, la tecnologia de los métodos combinados permite reducir la
intensidad del tratamiento térmico y mantener las propiedades organolépticas en el
producto final, mediante una combinacién de obstaculos que aseguran la estabilidad
y seguridad microbiana. Desde hace muchos afios la conservacion de los alimentos
se ha convertido en una practica frecuente, la conservacion de los alimentos apunta
hacia tecnologias mas limpias, que ayuden a mantener en la medida de lo posible
los atributos de calidad y las caracteristicas naturales de los alimentos (Umaifia,
2016).
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La temperatura es el factor ambiental que se puede regular mas facilmente para
controlar la carga microbiana por un tiempo determinado; por tanto, las
temperaturas altas son perjudiciales y letales para la mayoria de los
microorganismos. Por otro lado, las bajas temperaturas retardan considerablemente
el metabolismo, disminuyendo el riesgo de desarrollar microorganismos, siendo un
punto importante el que el alimento se mantenga entre 0 y 4°C, sin llegar a la

congelacioén (Figura 3) (Aguilar, 2012).

Frena las Se logra eliminando
el calor sensible del

Temperaturas por alimento, como el

arriba del punto de
retarda la respiracion congelacion

Figura 3 Puntos mas importantes de la refrigeracion (Aguilar, 2012).
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4.4 Luz ultravioleta de onda corta UV-C

La luz ultravioleta de onda corta (UV-C) es una tecnologia no térmica que se utiliza
para procesar productos alimenticios que pueden entregarse con caracteristicas
similares a los productos frescos que estan de acuerdo con las demandas actuales
de los consumidores. Para algunos alimentos, el tratamiento térmico es el principal
método utilizado para la pasteurizacion con el fin de obtener productos alimenticios

seguros, libres de patdgenos y enzimas no deseadas (Ochoa-Velasco et al., 2014).
4.4.1 Luz ultravioleta de onda corta y su inactivacién de microorganismos

La radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C) es una tecnologia alternativa a la
esterilizacion quimica o térmica utilizada para reducir el crecimiento de
microorganismos en alimentos. La luz UV-C esta situada en el rango de 200 a 400
nm de longitud de onda, entre los rayos X y la luz visible (Lopez-Diaz et al., 2001).
Ha sido utilizada exitosamente para inactivar microrganismos que contaminan
principalmente el agua y superficies de diversos materiales. Es aplicada
principalmente para la inactivacion microbiana obteniendo productos con menos

cambio en sus propiedades sensoriales y nutrimentales (Wright y Cairns, 2004).

El tratamiento de inactivacion consiste en alcanzar un pico maximo de emision
aproximado de 254 nm, ya que ha comprobado que a esta longitud de onda
presenta su mayor accion germicida. EI mecanismo directo de la irradiacion UV-C
en la inactivacion microbiana reside en el dafio que causa el ADN generando
mutaciones que bloquean la replicacién celular, también actia de manera indirecta
al inducir mecanismos de resistencia por acumulacion de compuestos fungicidas
como fenoles, flavonoides, etc. Cabe mencionar que la UV-C es un método efectivo

para prolongar la vida util de los alimentos (Haro-Maza y Guerrero-Beltran, 2013).
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4.4.2 Inactivacion de bacterias con radiacion UV-C

Las bacterias suelen ser mas resistentes durante la fase lag inmediatamente antes
de la division celular activa, se vuelven mas sensibles a la radiacion conforme entran
en la fase logaritmica y segun transcurre ésta, alcanzan la minima formacion de
microorganismos al final de la radiacion UV-C (Suéarez, 2001). Por otra parte, el
efecto germicida se basa en la absorcion de fotones de las moléculas de ADN y
ARN. La reaccion fotoquimica provoca la dimerizacién de los enlaces del ADN y el

ARN, que inhibe la capacidad de los microorganismos de replicarse (Figura 4).
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Figura 4 Efecto de la luz ultravioleta de onda corta sobre el ADN

(Suérez, 2001).

No obstante, es posible que ocurra una reactivacion dado que el ADN puede ser
reparado por factores proteinicos, sin embargo, cabe aclarar que un ambiente
oscuro puede evitar la foto reactivacion de productos tratados con radiacion UV o
restaurar las células expuestas, estas células foto reactivadas pueden ser mas
resistentes a la radiacion UV-C cuando se aplica un segundo tratamiento de UV-C
(Sastry et al., 2000).



4.5 Antimicrobianos Naturales

Los antimicrobianos son sustancias que prolongan la vida uatil de los alimentos
protegiéndolos del deterioro ocasionado por microrganismos. Pueden clasificarse
en quimicos y naturales, siendo las sustancias quimicas aquellas incluidas dentro
de normas vigentes, mientras que los antimicrobianos naturales son sustancias que
se obtienen de materiales o procesos biolégicos, cuya inocuidad se atribuye a la

degradacion por el organismo, tras la ingesta de estos (Rodriguez, 2011).
4.5.1 Vainillina

La vainilla (Figura 5) es una planta nativa de México utilizada como esencia en las
bebidas de los dioses que después de la conquista fue conocida alrededor del
mundo. El sabor a vainillina es muy popular y se puede utilizar de manera individual
0 como complemento de otros sabores. La vainillina es el principal componente de
las vainas de vainilla obteniéndose durante el proceso de curado (Cid-Pérez y
Lépez-Malo, 2011).

Figura 5 Vaina de vainilla (Rodriguez, 2011).
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La vainillina actia como un antioxidante y recientemente se han demostrado que
puede ser efectiva inhibiendo bacterias, levaduras y hongos. La actividad
antimicrobiana de la vainillina depende del tiempo de exposicién, concentracién y el
microorganismo que se desea inactivar. Es un compuesto molecular orgénico con

la formula molecular 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido (Figura 6).

O H

OH

Figura 6 Estructura quimica de la vainillina (Walton et al., 2003).

La vainillina es un compuesto natural presente en las vainas de vainilla capaz de
inhibir el crecimiento de microrganismo. Su accion antimicrobiana sobre las células
de los microrganismos, durante la conservacion de los alimentos, esta basada en
una gran variedad de efectos individuales dentro de los que incluyen mecanismos

fisicos, fisicoquimicos y reacciones bioquimicas (Beuchat y Golden, 1989).
4.5.2 Mecanismo antimicrobiano de vainillina

Es importante decir que la actividad antimicrobiana de compuestos quimicos
presentes en aceites esenciales tal como la vainillina, tiene una actividad
antimicrobiana que no se atribuye a un mecanismo especifico; sin embargo, existen
algunos sitios de accion en la célula donde puede ocurrir algin efecto (Beuchat y
Golden, 1989):
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e Dafio a la membrana citoplasmatica.

e Degradacion de la pared celular.

e Dafio a las proteinas.

e Dafio en lafiltracién del contenido celular.

e Interferencia en la membrana celular, al destruir su caracter semipermeable,
lo que inhibe el intercambio metabdlico del microorganismo con el medio.

e Inhibicion de la biosintesis de los acidos nucleicos o pared celular.

e Dafio del material genético; genera que la célula pierda su capacidad para
reproducirse o0 causa mutaciones, impidiendo el crecimiento de estas
(Beuchat y Golden, 1989).

Algunos antimicrobianos pueden afectar a muchos tipos de microorganismos,
mientras que otros muestran un espectro de accion inhibitoria mas reducida. De
igual forma, algunos antimicrobianos pueden ser bactericidas y otros
bacteriostaticos. La actividad antimicrobiana, se mide determinando la cantidad
mas pequefia del agente antimicrobiano que se necesita para inhibir el
crecimiento de un organismo control y esto se conoce como concentracion
minima inhibitoria (Walton et al., 2003).
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5. Esquema de trabajo

Microbiolégica
AGUA DE COCO B Saimonella Typhimurium

Evaluacion Sensorial
(vainillina 25 ppm, 50 NATURAL

ppm y 100 ppm)
Inoculacién de agua de coco
(Salmonella Typhimurium )
. Métodos UV-C
Sin UV-C ; —_—
- combinados (1,2 y 3 lamparas)

(vainillina 25 ppm, 50
ppm y 100ppm)

CONTROL 22°C 5°C 22°C CONTROL
Sin antimicrobiano [MAntimi i Antimicrobiano Antimicrobiano Antimicrobiano Sin antimicrobiano
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6. Materiales y métodos

= Material: material de vidrio, reactivos de grado analitico y los necesarios para
cada determinacion.

» Material biolégico: Se utilizé una cepa de Salmonella entérica serovar
Typhimurium (ATCC 14028). La cepa se obtuvo del Laboratorio de
Bromatologia en la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

= Materia Prima:

= Se trabajo con agua de coco obtenida de cocos frescos (Cocos nucifera L.)
adquiridos en el centro comercial del estado de Puebla, México (WAL-MART).

= Medios de cultivo: Caldo nutritivo, peptona de caseina, Agar Salmonella-
Shigella.

=  Antimicrobiano: Vainillina.

Tabla 5 Equipos utilizados en esta investigacion.

NOMBRE MODELO MARCA
Autoclave As-25. Cisa.

Campana de flujo laminar ~ Cfl-102v. Eseve.

Estufa E.41. B.G.

Balanza analitica Pa313. Ohaus Pioneer.
Lampara de UV-C Tld 15w/03. Philips.
Micropipeta movible Labmate pro. Ligquid Handling.
Parrilla de calentamiento HP46825 Cimarec 2
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Tabla 6 Métodos utilizados en esta investigacion.

Siembra en medio Rodriguez-Cavallini et al.,
Salmonella-Shigella 2003

_ Vertido en placa NOM-210-SSA1-2014.
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CAPITULO I

7. Metodologia

7.1 Obtencion de la muestra

Se trabajo con agua de coco obtenida de cocos frescos mediante puncidon con un

cuchillo estéril adquiridos en el centro comercial del estado de Puebla, México

seleccionando y cuidando que dicho coco se encuentre libre de dafios fisicos.
7.2 Microorganismo

Para el desarrollo de la investigacion se emple6 una cepa de Salmonella entérica
serovar Typhimurium (ATCC 14028). obtenida del Laboratorio de Bromatologia en

la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

7.3 Reactivacion de Salmonella Typhimurium

La reactivacion se llevo a cabo en condiciones de esterilidad. S. Typhimurium se
recuperdé en caldo nutritivo inoculado de 24 a 48h a 37°C. Manteniendo en

congelacion con 1 mL de microorganismo y 1 mL de glicerol al 20%.
7.4 Adaptacion del microorganismo

Con el fin de que el microorganismo se adapte al agua de coco, se tomd 1 mL de S.
Typhimurium, previamente reactivado inoculando 100 mL de agua de coco;
posteriormente se realiz6 una resiembra en donde se adicion6 1 mL de agua de

coco inoculada con cada microorganismo por cada 100mL de agua de coco.
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7.5 Solucién de Vainillina

Para dicha investigacion se realizd la prueba sensorial adicionando el
antimicrobiano (vainillina). Preparando la solucion 0.1 gramos de vainillina con una

solucion de etanol (10 %).

7.6 Evaluacién Sensorial

Se realiz6 una prueba sensorial mediante una escala heddnica de 9 puntos (tabla
7) a una poblacion de 100 estudiantes de la Benemérita Universidad Autdbnoma de
Puebla, utilizando diferentes concentraciones de vainillina (25 ppm, 50 ppm, 100

ppm) y como control el agua de coco natural.

Tabla 7 Escala hedoénica de 9 puntos para la realizacion de la evaluacion sensorial

en agua de coco (Cocos nucifera L.).

Me encanta

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta levemente

Ni me gusta, ni me disgusta

Me disgusta levemente

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

No me gusta
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7.7 Métodos Combinados

Se trabaj6é con el agua de coco natural con mayor aceptacion por los estudiantes
inoculando 1 mL S. Typhimurium por cada 100 mL de agua de coco con una
temperatura de almacenamiento de 5°C y 22°C adicionando la concentracion de
antimicrobiano, evaluando el efecto de antimicrobiano, esto se realizara por 30 dias
(0,1, 2, 4,6, 8,16y 30 dias). Finalmente se realizé el conteo de las UFC/mL creando

curvas para verificar que el antimicrobiano es eficaz para reducir la carga microbiana.

7.7.1 Aplicacion del tratamiento con luz UV-C en agua de coco inoculada con

Salmonella Typhimurium

Se aplicé un método combinado UV-C, antimicrobiano y temperatura siguiendo la
Tabla 8

Feeding tank

A I Lamp 2 Lamp 3 Lamp
. (3.5 min) ( 7min) (10.5 min)

Pump

Figura 7 Equipo de procesamiento de luz ultravioleta de onda
corta.
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Tabla 8 Métodos combinados para alargar la vida en anaquel del agua de coco
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Sin lAmpara
Sin lampara
Sin lampara
Sin lAmpara
1 lampara

1 lampara

1 lampara

1 lampara

2 lamparas
2 lamparas
2 lamparas
2 lamparas
3 lamparas
3 lamparas

3 lamparas

3 lamparas
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5°C
5°C
22°C
22°C
5°C
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22°C
22°C
5°C
5°C
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7.8 Recuento de microorganismo

El recuento de S. Typhimurium se realizé en agar Salmonella-Shigella para esta
bacteria se utilizé el método vertido en placa dejandose incubar de 24-48 h a 37°C
antes de hacer el recuento de colonias. Los resultados se expresan como unidades

formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL).
7.9 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico (ANOVA) a los resultados obtenidos con el
programa Minitab Inc. PA, USA, 2008. La diferencia entre las medias de los

tratamientos se analiz6 mediante la prueba de Tukey con un 95% de confiabilidad.
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CAPITULO Il
8. Resultados y discusion.

8.1 Analisis sensorial de agua de coco con diferentes concentraciones de

antimicrobiano

La Figura 8 muestra la evaluacién sensorial del agua de coco adicionada con
diferentes concentraciones (0, 25, 50 y 100 ppm) de vainillina. La poblacién
muestreada fue de 100 estudiantes de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla. Los resultados indican que el agua de coco control (sin antimicrobiano)
presento una buena aceptacion sensorial, cayendo la mayor aceptacion en un valor
de 7 “me gusta moderadamente”. Por otra parte, no existié efecto significativo sobre
la aceptacion sensorial por la adicion de vainillina. Al respecto, el promedio de los
resultados de agua de coco adicionado con vainillina se encontré entre “Me gusta
levemente” (6) y “Me gusta mucho” (8). Esto puede deberse al sabor agradable que
le provee la vainillina. En este sentido, Cerruti y Alzamora (1996) indicaron que la
vainillina tiene la ventaja de ser compatible con muchas preparaciones a base de

frutas.

% Aceplacion
I
e

Escala Hedonica

Figura 8 Analisis sensorial de agua de coco a diferentes
concentraciones del Antimicrobiano (vainillina)  25ppm,

50ppm ,100ppm y agua de coco natural.
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8.2 Efecto a diferentes concentraciones de vainillina (25, 50, 100 ppm) sobre agua

de coco inoculada con S. Typhimurium

La Figura 9 muestra el efecto antimicrobiano de la vainillina contra S. Typhimurium
inoculado en agua de coco. Como se puede observar al aumentar la concentracion
de vainillina mayor reduccion en la poblacion microbiana se alcanza. A la
concentracion de 100 ppm de vainillina se alcanz6é una reducciéon de 0.7 ciclos
logaritmicos después de 24 horas. Tomando en cuenta que el mecanismo natural
de los antimicrobianos aun no esta descrito de una forma concreta, segun Conner
(1993) la vainillina es un compuesto fendlico cuya actividad antimicrobiana se basa
en el deterioro de varios sistemas enzimaticos una vez que el compuesto fendlico
cruza la membrana celular bacteriana, puede interactuar con las enzimas y con las
proteinas afectando asi la actividad celular provocando la muerte; por lo tanto,
Davidson y Parish,(1989) mencionan que es necesario conocer la concentracion de
antimicrobiano que debe agregarse y permanecer en el producto, ya que la

evaluacion de antimicrobianos debe tener un balance entre riesgos y beneficios.

S. Typhinnrium
[log (N/NO)]

-0.8 -

-0.9 -
Concentracién de vainillina (ppm)

Figura 9 Efecto de las concentraciones de vainillina (25, 50, 100 ppm) sobre

agua de coco inoculada con S. Typhimurium.
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8.3 Efecto de la luz ultravioleta de onda corta sobre el agua de coco inoculada con

S. Typhimurium

Una de las nuevas tecnologias para la inactivacion de microrganismos en alimentos
es la aplicacion de luz UV-C. Al respecto, Millan Villarroel et al. (2015) menciona
gue la efectividad de la luz UV-C contra microorganismos en alimentos depende de
muchos factores, como caracteristicas del alimento, dosis y temperatura de
tratamiento con UV-C, especie, serotipo y estado del microorganismo, asi como el

tiempo transcurrido desde la inoculacion al tratamiento con UV-C, entre otras.

La Figura 10 presenta el efecto de la luz ultravioleta de onda corta sobre S.
Typhimurium inoculado en agua de coco. Se observa que al aumentar el tiempo de
tratamiento con luz UV-C (nimero de lamparas de luz) aumenta la reduccion
bacteriana, alcanzando una reduccion de alrededor de 4 ciclos logaritmicos
después de 3.5 minutos, de 6 ciclos logaritmicos después de 7 minutos de
tratamiento y una completa inhibicion de S. Typhimurium después de 10.5 minutos
de tratamiento con luz UV-C. Resultados similares fueron reportados por Ochoa-
Velasco et al. (2014) en leche de coco. Ellos observaron que el aumento de la
velocidad de flujo y tiempo de tratamiento con luz UV-C aumenta la reduccion
logaritmica de S. Typhimurium. En ese mismo sentido, la reduccién logaritmica fue
similar a la reportada por Gabriel y Colambo (2016) para bacterias patégenas en
agua de coco, mostrando reducciones entre 5 - 7 ciclos logaritmicos. Por ende, el
uso de luz UV-C para el procesamiento de alimentos es seguro y ha sido aprobado
por la FDA (2001) como un tratamiento de pasteurizacion en frio, siempre y cuando
se logren alcanzar la reduccion de 5 ciclos logaritmicos del microorganismo
patdégeno capaz de desarrollarse en el alimento. El mecanismo bactericida de la luz
UV-C se basa en la absorcion de los fotones de luz por el ADN y ARN de los
microorganismos, formando dimeros de pirimidina, lo que impide la replicacién y

transcripcion celular, conduciendo a la muerte celular.
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Figura 10 Efecto de la luz ultravioleta de onda corta sobre el agua de coco

inoculada con S. Tvphimurium.

8.4 Efecto del almacenamiento con métodos combinados (temperatura y

antimicrobiano) sobre S. Typhimurium inoculada en agua de coco

El mantener un alimento en un adecuado estado fisicoquimico, nutrimental y
sensorial adecuado es de suma importancia en la conservacion de alimentos. En
este sentido, el utilizar tecnologias no térmicas y/o métodos combinados de
procesamiento es de gran interés ya que se podrian mantener las caracteristicas

deseadas por el consumidor (Raybaudi-Massilia et al., 2006).
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En la Figura 11 se presenta el efecto durante el almacenamiento de la vainillina (100
ppm) sobre S.Typhimurium inoculada en agua de coco. Se puede observar que al
inicio del almacenamiento a 5°C, la carga microbiana de S. Typhimurium partié de
6.0 ciclos logaritmos (UFC/mL) y disminuy6 1 ciclo logaritmico en agua de coco con
y sin vainillina. Mientras que en agua de coco almacenada a temperatura ambiente
(22°C) existe un incremento a partir del primer dia de almacenamiento alcanzando
8 ciclos logaritmicos (UFC/mL) sin antimicrobiano, y con vainillina el aumento fue

de un ciclo logaritmico aproximadamente (UFC/mL).

P 6.5
==
87 55
v 45 m Refrigeracion
# Refrigeracion/vainillina
4 A Ambiente
3.5 o Ambiente/vainillina
3
0 2 4 6 8 10

Tiempo (d)

Figura 11 Efecto de métodos combinados (temperatura y antimicrobiano

sobre agua de coco inoculada con S. Typhimurium.
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8.5 Efecto de métodos combinados [Luz UV-C (1 y 2 lamparas), vainillina y

temperatura) sobre agua de coco inoculada con S. Typhimurium

La Figura 12 y 13 muestra el efecto durante el almacenamiento de métodos
combinados (luz UV-C, vainilina y temperatura) aplicados a agua de coco
adicionada con S. Typhimurium. Se observa que el tratamiento con luz UV-C es
efectivo para reducir la carga inicial de S. Typhimurium inoculada en agua de coco,
ya que el tratamiento con 1 lampara (3.5 min) inicia de 2 ciclos logaritmicos
(UFC/mL) y con 2 lamparas (7 min) se muestra una carga inicial menor a 1 ciclo
logaritmico (UFC/ mL). Sin embargo, durante el almacenamiento a 22°C, se observé
gue la carga microbiana de S. Typhimurium aument6 en ambos casos, lo que puede
deberse a que a temperatura ambiente el microorganismo puede desarrollarse
adecuadamente, ademas que existe el fendbmeno de fotoreactivacion el cual rompe
los dimeros de pirimidina y une el ADN microbiano lo que provoca una reactivacion
de los microorganismos (Ochoa-Velasco et al., 2018). Sin embargo, la adicion de
vainillina ralentiza y disminuye el crecimiento microbiano. Por otra parte, en el agua
de coco tratada con luz UV-C (2 lamparas) y almacenada a 5°C (Figura 13), con o
sin vainillina presenté una carga microbiana estable durante el almacenamiento (<
10 UFC/mL). Bajo estas condiciones, se logré reducir y mantener los 5 ciclos
logaritmicos establecidos por la FDA (2001), para que una tecnologia pueda ser
presentada como método de pasteurizacion. Aunque a temperatura de refrigeracion
no se observo efecto significativo de la vainillina en el crecimiento microbiano de S.
Typhimurium, esta puede ser una barrera para evitar el desarrollo microbiano
durante el almacenamiento, lo que se puede corroborar en el almacenamiento a
22°C.
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Figura 12 Efecto de métodos combinados [luz UV-C (3.5 min)
temperatura y antimicrobiano] sobre agua de coco inoculada con S.

Typhimurium.
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Figura 13 Efecto de métodos combinados [luz UV-C (7 min)
temperatura y antimicrobiano] sobre agua de coco inoculada con S.

Typhimurium.
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9. Conclusiones

m E| agua de coco presentd una buena aceptaciéon de los estudiantes
mostrandose un promedio de “me gusta moderadamente” ya que no existio
un cambio significativo en las calificaciones por la adicién de vainillina.

® La vainillina presentd actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium,
logrdndose alcanzar 0.7 ciclos logaritmicos con una concentracion de 100
ppm de vainillina.

m  Se observo que al incrementar el tiempo con luz UV-C se aumentd la
inactivacién microbiana de S. Typhimurium, alcanzandose reducciones de
3.8 y 5.2 ciclos logaritmicos. En agua de coco procesada con 3 lamparas
(20.5 min) no se detect6 presencia de S. Typhimurium.

= Con el tratamiento de 7 y 10.5 minutos se alcanzaron los 5 ciclos logaritmicos
recomendados por la FDA para S. Typhimurium.

m [E|l agua de coco almacenada a 22°C, se observé crecimiento de S.

Typhimurium, sin importar el uso de luz UV-C o vainillina.
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10. Sugerencias

e Hacer una evaluacién del agua de coco con concentraciones de vainillina
mas elevadas.

e Utilizar otros antimicrobianos naturales con el fin de conocer su efecto ante
la carga microbiana y/o crecimiento microbiano en agua de coco.

e Realizar una evaluacion sensorial después de procesar el agua con luz UV-
C.
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