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Resumen

La produccion de frutas frescas se esta convirtiendo cada vez mas en una tarea
importante ya que los consumidores son mas conscientes de la importancia de los
hébitos alimenticios saludables y tienen menos tiempo para la preparacion de
alimentos. Los recubrimientos comestibles se han utilizado como una barrera para
minimizar la pérdida de agua y retrasar la senescencia natural de las frutas

recubiertas a través de la permeabilidad selectiva a los gases.

Este trabajo fin de master tiene como objetivo general estudiar la conservacién de
dos piezas de frutas, melén y naranja, mediante dos tipos de recubrimientos

alimentarios (quitosan y quitosan+EDTA).

Palabras clave: frutas, recubrimientos comestibles, biopolimeros, Listeria innocua,

Abstract

The production of fresh-cut fruits is increasingly becoming an important task as
consumers are more aware of the importance of healthy eating habits, and have less
time for food preparation. Edible coatings have been used as a barrier to minimize
water loss and delay the natural senescence of coated fruits through selective

permeability to gases.

This Final Master's Project has as its general objective the maintenance of two
pieces of fruit, melon and orange, by means of two types of food coatings (quitosan
and quitosa+EDTA).

Keywords: fruits, edible coatings, biopolymers, Listeria innocua
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, existe una tendencia mundial hacia un consumo mayor de frutas y
hortalizas, originado principalmente por una creciente preocupacion por una dieta
mas equilibrada, con menor proporcion de carbohidratos, grasas y aceites y con una
mayor participacion de la fibra dietaria, vitaminas y minerales. Esto se basa, en
parte, en las menores necesidades caloricas de la vida moderna, caracterizadas por
un mayor confort y sedentarismo. Sin embargo, la tendencia es cada vez consumir
productos mas frescos y sanos, y lo mas parecido a su forma original. Esto es
debido a que se ha asociado el consumo de conservantes quimicos con
intoxicaciones, cancer y otras enfermedades degenerativas, como son los
benzoatos, nitritos y nitratos, anhidrido sulfuroso (SO), entre otros. Esto genera la
necesidad de buscar alternativas de conservacion que cubran las mismas
propiedades antimicrobianas y compatibilidad con el alimento. Para satisfacer estas
demandas, las nuevas tecnologias de procesamiento estan bajo investigacion vy
desarrollo. Los avances en las tecnologias de procesamiento de frutas incorporan
los fundamentos en el procesamiento de alimentos, asi como los avances logrados
en los ultimos afios para mejorar la calidad del producto final (de-Azevedo, 2012).

Entre ellas podemos encontrar:

o Ozono, ultrasonido, irradiacion, campo eléctrico pulsado, fritura al vacio y

procesamiento a alta presion
e Procesamiento ultravioleta y membrana.
« Maceracion enzimatica, concentracion por congelacion y refrigeracion.

« El efecto del procesamiento sobre las caracteristicas sensoriales y el valor

nutricional.
+ Nuevas tendencias en envasado en atmoésfera modificada.

e El uso de jugos de frutas como vehiculo para los microorganismos

probidticos.

« Oligosacéridos prebitticos como alternativa a los productos lacteos.
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1.1 Frutas

Los frutos se pueden definir como “las partes de la planta que producen semillas”.
En esta definicion se incluye los frutos verdaderos, como son los citricos, los frutos
falsos, como son las manzanas y las peras, y los frutos compuestos como las bayas.
Esta definicién incluye tomates, aceitunas y cucurbitas como los pepinos y los

melones.

La gran mayoria de las frutas son ricas en acidos organicos, por lo que tienen un pH
bajo. En los citricos y en las bayas, el &cido principal es el 4cido citrico, en las frutas

de pipay en las bayas el acido malico, y en las uvas los acidos tartarico y malico.

Las frutas tienen un gran valor nutritivo, como fuente principal de vitamina C.
Algunas de ellas, proporcionan niveles utiles de calcio, potasio y magnesio, y

contienen niveles importantes de vitamina A, tiamina y niacina.

Debido al pH acido de las frutas, la mayoria de ellas son mas sensibles al dafio por
hongos que por bacterias. Para ser estables desde el punto de vista microbioldgico,
la mayoria de los productos a base de frutas solo necesitan pasteurizacion.

Las frutas se pueden tratar mediante enlatado, congelacién o deshidratacion.

1.1.1 Microbiota inicial

La microbiota inicial de las frutas frescas proviene del campo, y del equipo de
recoleccion y transporte. Los origenes de esta microbiota incluyen la tierra, los
insectos, el aire y los exudados de las frutas. La tierra es el origen de ascosporas
fungicas termorresistentes, especialmente de las especies de Byssochlamys. Los
insectos transportan una diversidad de microorganismos, y en concreto son
responsables de la inoculacion de los higos con levaduras y a veces Aspergillus
flavus. Los exudados de las frutas proveen nutrientes para las levaduras,
especialmente levaduras pigmentadas de Basidimicetos como las especies de
Rhodotorula. Algunos patdégenos fangicos de la fruta, que incluyen a Lasiodiplodia
theobromae, pueden hallarse presentes sistétmicamente en los arboles e invadir el
fruto en desarrollo a través de los pedunculos. En general, las bacterias s6lo se

encuentran en escasas cantidades.
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1.1.2 Tratamiento primario

En general, las operaciones de recoleccion, limpieza, seleccién, envasado y primer
almacenaje de la fruta tienen poca influencia sobre la microbiota inicial de la fruta.
Algunos microorganismos se eliminan mediante operaciones de limpieza seca o
humeda. Las técnicas destinadas a reducir la carga y la infeccion fangica incluyen el
encerado y la inmersiébn en un bafio de agua templada (40-50°C) que puede
contener fungicidas. Después de la inmersion en el bafio, se puede envolver la fruta
individualmente en papel impregnado con fungicidas o se pueden envasar en
bandejas que garantizan la separacion de la fruta entre si. Estos tratamientos
primarios pueden retardar de modo eficaz la alteracién pero también pueden dafar
la fruta y por tanto acelerar la infeccion y la alteracion de esas piezas.

Alteracion

Parece ser que en la fruta, los mecanismos de defensa son sumamente eficaces
contra casi todos los hongos. Solo pocos géneros y especies son capaces de invadir
un determinado tipo de fruta y provocar pérdidas graves. Algunos hongos son
patdgenos especializados en atacar solamente uno o dos tipos de fruta; otros tienen
una capacidad mas general para invadir el tejido del fruto. (Tabla 1)

Tabla 1: Ejemplos de hongos habituales que alteran la fruta (Dy Scott, 1977;
Splittstoesser,1987; Ryall y Pentzer,1982; Snowdon,1991)

Fruta

Hongo

Alteracion

Citricas: Naranja, limones

Penicilium digitatum
Alternaria citri

Penicilium ulalense

Podredumbre verde
Podredumbre negra del
extremo del pedunculo
Moho de barbas

Frutas de pipa: manzana,

peras

Penicilium expansum

Penicilium solitum

Podredumbre azul
Podredumbre azul

Frutas de hueso:

melocotones, cerezas,...

Alternaria sp.

Monilinia fructicola

Manchas de negras a
pardas
Podredumbre parda

Platanos

Lasiodiplodia theobromae

Nigrospora oryzae

Podredumbre de la

almohadilla
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Podredumbre atomizadora
Melones Colletotrichum lagenarium | Antracnosis
Alternaria alternata Podredumbre negra
Uvas Botytris cinerea Podredumbre gris
Tomates Rhizopus stolonifer Podredumbre acuosa
Alternaria alternata Podredumbre negra

1.1.3 Microorganismos patégenos

Los microorganismos representan dos problemas importantes. Para las industrias
hortofruticolas: el deterioro o reduccion de la vida util y problemas de salud humana
debido a la presencia y / o crecimiento de microbios, patégenos que dan lugar a

casos o brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos (Doyle, 1990).
Bacterias

Normalmente, las bacterias patdgenas no estan asociadas con la fruta, sin embargo;
es posible que existan patdogenos debidos a la contaminacion fecal. Los tiempos de
supervivencia de los patdgenos entéricos, tanto en las frutas como en los zumos y
en los concentrados, dependen del pH y de la temperatura. Los tiempos de
supervivencia son mas cortos a temperatura ambiente (20-30°C) que en
refrigeracion (5-10°C) aunque hay excepciones. En las frutas con acidez elevada, los
tiempos de supervivencia generalmente son mas cortos que en las frutas de media a
baja acidez. En las frutas con una acidez muy elevada, los tiempos de supervivencia
suelen ser muy cortos, es decir, de unos pocos dias. Sin embargo, en frutas como
los melones, con una acidez menor, la supervivencia de patégenos entéricos se
puede prolongar o puede haber crecimiento. Es muy probable que exista crecimiento
en la superficie de corte de la fruta.

Algunos brotes de salmonelosis se han relacionado con tomates crudos, con
sandias cortadas previamente, con tomates frescos, con zumo de manzana no

fermentado y con zumo de naranja.

También se han atribuido brotes de infeccion por E. coli O157 en productos de
frutas, incluso en el zumo de manzana fermentado. La supervivencia de esta

bacteria en condiciones acidas depende del 4cido organico y de la temperatura,
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siendo la supervivencia a 4°C mayor que a 10°C, mientras que a 10°C los &cidos
citricos, malico y mandélico se inactivan més rapidamente que los acidos acético,

lactico o tartarico.

Por otro lado, Listeria monocytogenes es de especial preocupacion porque puede
crecer a temperaturas de refrigeracion, persiste como un contaminante ambiental en
el entorno de procesamiento y tiene la capacidad de causar enfermedades mortales
asociadas con brotes (Fain, 1996).

Virus

Los virus entéricos pueden estar presentes en la fruta como resultado de
contaminacion fecal humana antes o después de la recoleccion. Una de las mayores
preocupaciones son el virus Norwalk y los virus gastroentéricos parecidos y el virus
de la hepatitis A. Los operarios que preparan las frutas para el consumo son una
fuente importante de contaminacién, pero también puede ser fuentes de
contaminacion el personal que se encuentran en otros puntos de la produccion y
tratamiento o el agua contaminada. Sin embargo, si bien ha habido pocos estudios
acerca de la supervivencia de los virus de la hepatitis A o de los virus al Norwalk, las
influencias principales sobre las bacterias patégenas citadas anteriormente también
determinan el tiempo de supervivencia de los virus entéricos. Algunas sustancias

existentes en las frutas causan la inactivacion reversible de los virus.
Micotoxinas

Los dos principales problemas de las micotoxinas que se dan en la fruta fresca son
la formacién de patulina por Pen. expansun en las manzanas, y de aflatoxinas por
Asp. Flavus en los higos. La podredumbre de las manzanas son evidentes y es de
esperar que los consumidores las eliminen antes de que la fruta se consuma fresca.

Por tanto, la patulina es mas un problema en la fabricaciéon de zumos.

Las aflatoxinas proceden de los higos contaminados en la produccion de vino de
higos. La degradacion de las aflatoxinas se suele producir a una velocidad

constante, con una vida media estimada de 115 dias.
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1.1.4 Control

Bacterias y virus

Un plan de HACCP construido correctamente debe tener en cuenta la posibilidad de
que la fruta pueda vehicular bacterias patdgenas y virus patdgenos. Las frutas y los
productos de frutas se consumen con frecuencia crudos sin haber sido expuestos a

un tratamiento que pueda haber eliminado los patdgenos de modo fiable.

Cuando el caso es éste, es esencial que las medidas para evitar la contaminaciéon de
la fruta con patdgenos de origen fecal sean verificadas en todos los puntos de la
cadena de cultivo, tratamiento, almacenaje, distribucion y preparacion. Estas
medidas incluyen evitar las practicas agricolas peligrosas, como por ejemplo el uso
no apropiado de algunos abonos organicos o la recoleccién de las manzanas caidas
del &rbol que pueden haber estado expuestas a las heces de los animales. Se debe
poner en practica el saneamiento adecuado durante la recogida, envasado y la
clasificacion. El lavado de la fruta en agua consigue una pequefa reducciéon de la
carga microbiana si se realiza correctamente. La adicion de cloro al agua de lavado
o la inmersion en soluciones de cloro puede reducir de modo importante la
concentracion de patégenos en la superficie de la fruta, y por esta razén, puede

reducir los peligros para el consumo.

El control de la podredumbre agria (Geotrichum) requiere el control de los insectos
que perforan la fruta, la reduccion del dafio mecanico y la seleccion de la fruta

agrietada.

La antracnosis de los melones se debe controlar mediante higiene rigurosa de todos
los restos del cultivo y limpieza de los envases. La inoculacion de las plantas
jovenes con el hongo reducird la gravedad de la enfermedad. Las aspersiones de
fungicida pueden ser valiosas. El uso de cultivares resistentes puede reducir o

prevenir la podredumbre por Cladosporium.

Las podredumbres por Fusarium son dificiles de controlar, exigiendo a veces la
desinfeccién de la tierra, el acondicionamiento de la semilla, fungicidas sistémicos, y

la inspeccion cuidadosa en el establecimiento de envasado.
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1.2. Recubrimientos en los alimentos

Aunque parezca que el uso de recubrimientos comestibles que se utilizan en
alimentos es completamente nuevo, hace mucho tiempo que se aplica. Durante los
siglos Xll y Xlll se practicaba en China la inmersién en cera de limones y naranjas
para retrasar la pérdida de agua. Aunque los chinos no se dieron cuenta de todo su
potencial e informaron que las frutas recubiertas con cera se podian almacenar por
mas tiempo que las frutas no enceradas. En la década de 1930, las ceras de
parafina fundidas en caliente se comercializaron como recubrimientos comestibles
para frutas frescas como manzanas y peras. Mas tarde, el recubrimiento de grasa en
los productos alimenticios, especificamente llamado "larding" estuvo de moda en
Inglaterra. La "envoltura de salchichas" que se usa con mucha frecuencia en la
actualidad no es mas que un material derivado de una fuente de proteinas (gelatina).
Por lo general, se emplea un espesor de pelicula 2,5 mm y el recubrimiento se
realiza mediante varios métodos. Nisperos-Carriedo et al. (1990) y Baldwin et al.
(1995) observaron que los aceites, las ceras o la celulosa tenian efectos similares al
prevenir el deterioro y al retener la calidad de las frutas y verduras recién recogidas.
Se han realizado varios intentos para desarrollar otros materiales que podrian
usarse para recubrir, producir y modificar la composicion interna del gas de frutas /

verduras para el almacenamiento a corto plazo.

En 1982, Lowings y Cutts publicaron un material de recubrimiento comestible que no
es fitotdxico, insipido, inodoro y eficaz para aumentar la vida util de las frutas y
verduras. Este material de recubrimiento es una mezcla de ésteres de acidos grasos
de sacarosa (SFAE), carboximetilcelulosa sédica y mono- y di-glicéridos. SFAE fue
desarrollado originalmente como un emulsionante. Sin embargo, el recubrimiento de
SFAE en las frutas retrasa la maduracion de las frutas. Las mezclas de SFAE han
estado disponibles comercialmente desde 1980 para recubrir frutas y verduras con
los nombres comerciales "TAL Pro-long" y "Semper fresh" (Banks, 1984; Smith y
Stow, 1984; Chu, 1986; Santerre et al., 1989; Lau y Meheriuk, 1994; Park et al.,
1996). Park et al. (1994) informaron que la aplicacién del recubrimiento de zeina en
la superficie del tomate retrasé el cambio de color, la pérdida de peso y mantuvo la

firmeza durante el almacenamiento.
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Un recubrimiento alimentario se puede definir como una matriz continua delgada,
que serd usada posteriormente en forma de recubrimiento del alimento o bien,
estara ubicada entre los componentes del mismo. El uso de estos en frutas frescas y
minimamente procesadas como citricos, manzanas y pepinos procesados ha sido

utilizado para mantener la calidad y prolongar su vida util. (Lin y Zhao, 2007).

En un tejido vivo, las reacciones que conllevan al deterioro y a la deshidratacion
continlan su curso después de la cosecha, las frutas y verduras contindan
respirando incluso después de la cosecha y consumen todo el oxigeno del producto,
gue no se reemplaza tan rapido como el recubrimiento comestible y produce dioxido
de carbono, que se acumula dentro del producto porque no puede escapar tan
facilmente a través del recubrimiento. Finalmente, la fruta y la verdura cambiaran a
una respiracion anaerobica parcial que requiere menos oxigeno (1-3%) (Park et al.,
1994; Guilbert et al.,, 1996; McHugh y Senesi, 2000). Con menos oxigeno, se
interrumpe la produccidon de etileno (que acelera el proceso de maduracion) y se
minimiza la pérdida fisiologica de agua. Asi, los frutos y las verduras permanecen
firmes, frescas y nutritivas durante un periodo mas largo y su vida util casi se
duplica. La barrera natural en frutas y verduras, y el tipo y la cantidad de
recubrimiento influirdn en la medida en que la atmdsfera interna (oxigeno) y dioxido

de carbono) se modifican y el nivel de reduccion de pérdida de peso.

Las investigaciones relacionadas con estos recubrimientos estan orientadas
fundamentalmente a las propiedades de barrera que pueden proporcionar. En frutas,
los recubrimientos comestibles (Figura 1) crean una atmosfera modificada en el
interior, reduciendo la velocidad de transpiracion y retrasando el proceso de
senescencia (Eum et al., 2009), debido a que generan una barrera semipermeable a
gases como el oxigeno, el dibxido de carbono y el vapor de agua. Esto hace que se
retrase el deterioro de la fruta a causa de la deshidratacién, mejora las propiedades
mecanicas, ayuda a mantener la integridad estructural del alimento y a retener los

compuestos volatiles.
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Figura 1: Beneficios potenciales del uso de recubrimientos comestibles (Lin y Zhao, 2007)

El uso en frutas se basa en algunas caracteristicas como son el costo, la
disponibilidad, atributos funcionales, propiedades mecénicas (flexibilidad y tension),
propiedades opticas (brillo y opacidad), su efecto frente al flujo de gases, resistencia
estructural al agua y a microorganismos, asi como a su aceptabilidad sensorial.
Estas caracteristicas son influenciadas por algunas medidas como son el tipo de
material estructural, masa molecular, distribucién de cargas, condiciones bajo las
cuales se preforman los recubrimientos (tipo de solvente, pH, concentracion de
componentes y temperatura, y el tipo y concentracion de los aditivos (plastificantes,

agentes entrecruzantes, antioxidantes o emulgentes).

Los materiales mas utilizados en la formulacién de recubrimientos y peliculas
comestibles son polisacaridos y proteinas, se ha descrito que el uso de estos
biopolimeros ha contribuido a proveer al alimento en cuestion de una barrera
selectiva contra gases como el O, y el CO,, pero una pobre barrera contra la
humedad, lo cual contribuye al rapido deterioro del alimento, debido a eso, se ha
formulado el uso de estos biopolimeros con agentes hidrofébicos que proporcionen a
la pelicula formada una menor permeabilidad al vapor de agua sin dejar de lado
las caracteristicas sensoriales que dictaran la preferencia del consumidor asi como

el costo de produccion por el uso de materias primas que sean accesibles.
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En vista de esto, ceras y aceites pueden utilizarse en la formulacion, ademas, por
sus caracteristicas intrinsecas de disponibilidad y bajo costo, el almidén puede ser
utilizado como material matriz en la formulacién. Las modificaciones quimicas en las
moléculas de almidon pueden contribuir al cambio en las propiedades de
barrera del recubrimiento o pelicula comestible. La mezcla de almidon con proteina
puede proporcionar a la pelicula de estabilidad mecanica necesaria para mantener la
integridad de los alimentos y una barrera contra la humedad. Entre las propiedades
mas importantes evaluadas en las peliculas comestibles son las propiedades de
barrera a gases como el oxigeno y el dioxido de carbono y al vapor de agua,
el porcentaje de materia soluble que orienta las aplicaciones de la pelicula y
pardmetros de apariencia, especialmente cuando las peliculas o recubrimientos

estan disefiadas para utilizarse sobre el alimento.

Los recubrimientos comestibles, pueden optimizar las propiedades sensoriales de
los alimentos y pueden ser adaptados para evitar el deterioro de alimentos como

son las pizzas, empanadas y dulces, producido por la humedad. (Bourtoom, 2008).

Para la eleccion del material de un recubrimiento comestible, hay que tener en
cuenta el fruto ya que su éxito va a estar basado en las propiedades de barrera a la

humedad, el oxigeno y el diéxido de carbono. (Lin y Zhao, 2007).

1.2.1 Diferencias entre recubrimientos comestibles (RC) y peliculas comestibles (PC)

Un recubrimiento comestible se define como el revestimiento de un producto vegetal
con una o varias capas finas de material polimérico natural y comestible, mientras
que la pelicula comestible es también una capa (o varias) fina de material polimérico
comestible pero que es primero preformada y después colocada sobre el alimento o
entre componentes del mismo. Por tanto, la principal diferencia entre RC y PC, es
qgue los RC son aplicados en forma liquida por inmersion o pulverizacion formandose
la pelicula sobre el alimento (Figura 2), mientras que las PC (Figura 3) son primero
preformadas como laminas solidas y después colocadas ya formadas sobre el

alimento (Figura ) (Valencia-Chamorro et al., 2011).
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Figura 2: Formacién de recubrimientos comestibles por inmersion del producto (Valencia-
Chamorro et al., 2011)

El uso de RC y PC se considera una tecnologia razonada con el medio ambiente por
varios aspectos fundamentales. Por un lado, disminuye la utilizaciéon del envasado
tradicional con films plasticos. Ademas, los RC y PC son biopolimeros naturales y
biodegradables, es decir, que pueden ser obtenidos a partir de recursos naturales o
extraidos a partir de los subproductos de las industrias agroalimentarias. También,
los RC y las PC pueden ser envases activos cuando se incorpora en su matriz

polimérica aditivos naturales con propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

Figura 3: Formacién de peliculas comestibles (Valencia- Chamorro et al., 2011)

Los RC y las PC pueden ser utilizados como un vehiculo para incrementar las
propiedades nutricionales y saludables del vegetal minimamente procesado por la
incorporacion de compuestos bioactivos. Para mantener su caracter de pelicula o
recubrimiento comestible natural, estos aditivos deben de ser también aditivos
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naturales aprobados para su uso alimentario por la legislacion de cada pais (Silva-
Weiss et al., 2003).

1.2.2 Caracteristicas deseables en un recubrimiento comestible

¢ No estar compuesto de toxicos o alérgenos.

e Proveer al alimento de estabilidad estructural y prevenir de dafios mecanicos
durante su transporte, manipulacion y distribucion.

e Mantener el contenido adecuado de humedad por lo que su composicién
debe disefarse para controlar en ambos sentidos la migracién del agua del
alimento protegido.

e Ser semipermeable de modo que mantenga un equilibrio de los gases
implicados en la respiracién y como consecuencia de este efecto retardar la
senescencia.

e Proporcionar una cobertura uniforme al alimento para lo cual debe contar con
una buena adherencia a su superficie.

e Estabilizar el aroma, sabor y valor nutritivo previniendo la pérdida o absorcién
de componentes que afecten esos parametros sin afectar las caracteristicas
organolépticas que influyan negativamente en la aceptaciéon del consumidor;
proporcionar proteccién contra el deterioro.

e Servir como soporte para aditivos deseables en el producto como
antioxidantes y nutrientes y que la tecnologia y materia prima involucrada en

la produccién de estos recubrimientos sea accesible y viable econémicamente

1.3 Principales recubrimientos comestibles en frutas

Los dos grandes grupos de materiales (Figura 4) que se suelen utilizar en frutas

frescas cortadas son los polisacaridos y las proteinas.
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MC=Carboximeticelulosa
HFC=Hidroxipropilcelulosa
HPEMC= Hidroxipropilmetilcalulosa
CMC=Carboximatilcelulosa

Figura 4: Principales materiales utilizados en recubrimientos para frutas y hortalizas frescas
y minimamente procesadas (Barbosa-Céanovas y Olivas, 2009)

1.3.1 Polisacéridos

Estas biomoléculas son muy utilizadas en la fabricacion de recubrimientos
comestibles ya que crean una barrera contra los gases, como son el oxigeno y el
diéxido de carbono. Sin embargo, dada su naturaleza hidrofilica son barreras poco
eficientes contra la humedad y por tanto, tiene un valor alto en permeabilidad al
vapor de agua (PVA) si se comparan con peliculas plasticas comerciales. Los
polisacaridos utilizados en frutas y hortalizas frescas son el almidén y sus derivados,
los derivados de celulosa como la metilcelulosa y la hidroxi-propil-metil-celulosa,
alginatos, carragenina, quitosano, pectina y sus derivados, extractos de algas
marinas y varias gomas, que han sido utilizados también en frutas y hortalizas
frescas (Vargas et al., 2008; Bourtoom, 2008; Barbosa-Canovas y Olivas, 2009).

Las variaciones a nivel molecular de los polisacaridos, como el peso molecular,

grado de ramificacién, conformacion en el espacio, cargas eléctricas e hidrofobicidad
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alteraran las propiedades fisicoquimicas y rendimiento del recubrimiento (Vargas et
al., 2008).

v" Quitosano

El quitosano es uno de los polisacaridos mas utilizados, el mismo se obtiene del
exoesqueleto de crustaceos, alas de algunos insectos, pareces celulares de hongos,
algas y otros, mediante la desacetilacion parcial de la quitina (Kucukgulmez et al.,
2011), ofrece un amplio potencial que puede ser aplicado a la industria alimentaria
debido a sus propiedades fisicoquimicas particulares, tales como biodegradabilidad
y biocompatibilidad con los tejidos humanos. Este compuesto de origen bilégico se
ha convertido en los ultimos afios en el preferido debido a su capacidad para formar
RC y PC, por no ser toxico, su abundancia en la naturaleza y a sus propiedades
antimicrobianas y antifungicas que lo hacen ser de vital interés para la preservacion

de muchos alimentos (Aider, 2010).

En la industria de frutas y hortalizas se ha encontrado que tiene la capacidad de
retardar el crecimiento de algunos microorganismos que son mortales en la etapa de
pos cosecha. Aunque la actividad antimicrobiana del quitosano ha sido comprobada
contra diferentes tipos de microorganismos, varios estudios han demostrado que
ésta es mayor contra bacterias que contra hongos (Ziani et al., 2009).

Se ha confirmado que la capacidad fungicida del quitosano esta correlacionada en
gran medida con su concentracibn, encontrando a su vez que medios
suplementados con altas concentraciones de quitosano son capaces de inhibir el
crecimiento de micelios, en patdgenos tales como Alternaria alternate, Bipolaris
oryzae, Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinum, Fusarium oxysporum, entre

otros (Bautista- Bafios et al., 2006; Badawy y Rabea, 2011).

Mediante la evaluacion del efecto del moho gris (Botrytis cinérea), sobre tejidos de
frutos de pimiento en presencia de quitosano, se pudo determinar que el hongo
sufri6 dafio celular en las hifas invasoras y se redujo la produccion de
poligalacturonasa, lo cual justificaria la conservacion de la firmeza de los tejidos (El
Ghaouth et al., 1992). También la composicion de recubrimientos comestibles a
base de goma ardbiga (GA) a diferentes concentraciones (5, 10, 15 y 20% w/v),

quitosano 95% desacetilado (0,5, 1,0 y 1,5% wi/v) y peliculas compuestas de goma

Péagina | 20



arabiga + quitosano (GA + CH) han sido aplicadas sobre frutos frescos de banano,
con el objetivo de determinar su potencial en el control de Colletotrichum musae,
hongo causante de la antracnosis en el fruto, que afecta la calidad poscosecha y se
desarrolla con mayor facilidad durante el transporte y almacenamiento de la fruta
(Magbool et al., 2010). ElI CH es una sustancia que permite ser utilizada de conjunto
con otros compuestos como es el caso de su mezcla con almidones, proteinas y
lipidos, donde han demostrado poseer las caracteristicas deseables para los
productos frescos: buenas propiedades de barrera, insipidos y transparentes (Atarés
et al., 2010), tal es el caso de su combinacion con carboximetilcelulosa para
aumentar la vida de almacenamiento de uva, encontrando que la combinacién de
estos compuestos disminuyen la tasa respiratoria de esta fruta y aumentan la

resistencia mecanica a los dafios (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

Ademas es capaz de actuar en combinacion con aceites esenciales de diferentes
origenes, estos son ampliamente conocidos por conferirle al producto atributos
sensoriales y poseer caracteristicas como capacidad antioxidante y antimicrobiana,
con importantes perspectivas para el control de crecimiento de microorganismos
patdgenos y alterantes como es el caso del aceite de bergamota, canela, vainilla,

rosas, citricos como el limén, mandarina y naranja, entro otros (Rico et al., 2012).

v" Alginatos y Carragenanos

También se pueden usar alginatos y carragenanos para preparar recubrimientos
comestibles. Los alginatos son las sales del acido alginico, que es un copolimero
lineal de mondémeros de acido D-manurdnico y acido L-gulurénico. El formato de
revestimiento de alginato se basa en la capacidad de los alginatos para reaccionar
con cationes di-valentes y trivalentes, como calcio, ferrum o magnesio, que se
agregan como agentes gelificantes (Cha y Chinnan, 2004). La carragenina es una
mezcla compleja de al menos cinco polimeros de galactosa solubles en agua
diferentes designados como carragenina A, K, I, gy y v. La gelificacién de 1 y K
carragenina se produce en presencia de monovalentes o cationes divalentes. La
formacion de pelicula de carragenina incluye este mecanismo de gelificacion durante
el secado moderado, lo que lleva a una red tridimensional formada por dobles
hélices de polisacarido ya una pelicula solida después de la evaporacion del

solvente (Karbowiak et al., 2007).
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v Pectina

La pectina es un polisacérido aniénico complejo compuesto por residuos de &cido d-
galacturénico b-1, 4-enlazados, en donde los carboxilos del acido urénico son
totalmente (HMP, metoxi pectina alta) o parcialmente (LMP, metoxi pectina baja)
metil esterificado. La pectina de alto metoxi forma peliculas excelentes. Las mezclas
plastificadas de pectina citrica y almidén con alto contenido de amilasa proporcionan
peliculas fuertes y flexibles, que son térmicamente estables hasta 180°C. La pectina
también es miscible con poli (alcohol vinilico) en todas las proporciones. Los usos
comerciales potenciales de tales peliculas son las bolsas solubles en agua para
detergentes e insecticidas, bolsas y bolsas desechables, y sistemas y dispositivos de
administracion médica. Estas peliculas son soluciones fundidas por secado al aire a
temperatura ambiente. Las espumas plasticas basadas en almidén formadas por la
mezcla de almidon con acido polilactico se utilizan como materiales de relleno
sueltos para proteger contra golpes y vibraciones durante el transporte (Fang y
Hanna, 2000). Existen en el mercado peliculas laminadas de pectina y quitosan junto
con glicerol o &cido lactico como plastificante (Fishman et al., 1994).

1.3.2 Proteinas

Debido a su capacidad para formar enlaces intermoleculares entrecruzados y a las
propiedades de estas interacciones, las proteinas pueden formar recubrimientos. A
igual que los recubrimientos con polisacaridos, los recubrimientos hechos con
proteinas presentan propiedades de barrera contra gases, pero al igual que los

anteriores son pobres barreras con el agua.

Las proteinas que se han utilizado en el recubrimiento de frutas y hortalizas son la
zeina, el gluten y proteina de soja, gluten de trigo, la proteina de suero de leche y la
caseina e incluso la proteina de semilla de algodon (Cisneros-Zevallos y Krochta,
2003a; Barbosa-Canovas y Olivas, 2009).

El peso molecular, las caracteristicas eléctricas, flexibilidad y estabilidad térmica y la
conformacién espacial, son propiedades de las proteinas que repercutiran en dltima
instancia en la capacidad de una proteina determinada para formar un recubrimiento

y conferirle caracteristicas especificas (Vargas et al., 2008).
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1.3.3 Lipidos

La funcién principal del uso de lipidos en recubrimientos comestibles es la barrera
gue ofrece frente a la humedad y esto es debido a su baja polaridad. Su uso siempre

esta asociado a un polimero que proporcione resistencia mecéanica al recubrimiento.

Para productos frescos, se suelen utilizar lipidos neutros, acidos grasos, ceras y

resinas.

Las propiedades finales de estos recubrimientos afiadidos con lipidos van a
depender de las caracteristicas de estos componentes, asi como su estado fisico, su
grado de saturacion y longitud de la cadena. (Lin y Zhao, 2007; Bourtoom, 2008;

Vargas et al., 2008; Barbosa-Canovas y Olivas, 2009).

1.3.4 Recubrimientos a base de almidones modificados y proteina

Investigaciones recientes se han enfocado en el uso de mezclas de biopolimeros,
como proteinas y almidones, con el objetivo de mejorar las caracteristicas de estos
recubrimientos, ya que se combinan sus propiedades para adaptarlas a las

necesidades de cada producto en especifico.

Como consecuencia de los arreglos en los puentes disulfuro de una proteina, se
obtienen peliculas con buenas propiedades estructurales, por otro lado, las peliculas
a base de almidones tienen ventajas en el control de intercambio de gases. Cada
uno de estos biopolimeros se ha utlizado en formulacion en combinacién
de cera y lipidos, no obstante, pueden crearse recubrimientos con mezclas que
disminuyan por ejemplo la permeabilidad al vapor de agua, conociendo los

comportamientos de ambos materiales (Jagannath et al., 2003; Wang, 2007).

1.3.5 Recubrimientos comestibles a base de proteina de suero de leche

El suero de leche es el liquido que resulta de la coagulacion de la leche durante la
elaboracion del queso. Su composicion varia dependiendo de las caracteristicas de
la leche y de las condiciones de elaboracién del queso del que procede. Las
proteinas del suero de leche son la B-lactoglobulina seguida de la a-lactoalbumina,

la seroalbumina bovina y varias inmunoglobulinas. Las proteinas del suero son
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solubles en agua y sufren desnaturalizacion cuando se exponen a altas

temperaturas.

En general, las propiedades de las peliculas a base de proteinas de suero de leche
pueden verse afectadas por los tipos de ingredientes utilizado para formular la
solucion filmogénica, entre los que se incluyen plastificantes, agentes
antimicrobianos y lipidos, también por las condiciones de secado de la pelicula pues
con aceleracién en el secado se han reportado valores mas bajos de permeabilidad
al vapor de agua con respecto a las peliculas con un secado lento (Regalado et al.,
2006; Lin y Zhao,2007).

1.4 Propiedades de los recubrimientos

Las propiedades dependeran del tipo de material que se utilice en la formulacion de
la solucién para fabricar el recubrimiento, del tipo de plastificante, de las condiciones

de formacion, del espesor y de la velocidad de evaporacion del disolvente.

Generalmente, su efectividad depende generalmente de la permeabilidad al vapor

de agua y a los gases asi como a sus propiedades mecanicas adecuadas.

El mecanismo por el cual los recubrimientos conservan la calidad en frutas es debido
a que generan una barrera fisica a los gases, produciendo una atmdsfera modificada
ya que reducen la disponibilidad de O, e incrementan la concentracion de CO,
(Avena-Bustillos et al., 1997).

La permeabilidad de una barrera se calcula a partir de una combinacion de la Ley de
Fick para la difusion, y la Ley de Henry para la solubilidad. La permeabilidad al vapor
de agua es una medida de la facilidad con la que el vapor de agua puede penetrar

en un material.

El espesor de los recubrimientos comestibles es un parametro importante, debido a
que afecta directamente las propiedades bioldgicas y la vida util de la fruta cubierta.
La eficacia de recubrimiento depende principalmente del control de la difusidon de los
componentes del revestimiento, la cual se ve afectada por el espesor de la pelicula.
La mayoria de los recubrimientos comestibles son de naturaleza hidrofilica,
encontrandose una relacion con la permeabilidad al vapor de agua y el espesor de

las peliculas. A medida que el espesor del recubrimiento aumenta, se incrementa la
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resistencia a la transferencia de masa a través de ella, en consecuencia, la presion
parcial de vapor de agua de equilibrio en la superficie inferior de la pelicula se

incrementa.

1.5 Formacién de recubrimientos
1° Etapa

Disolucion del material (biopolimeros) correctamente en algun disolvente como
agua, alcohol, soluciones de acido diluido o mezclas de disolventes; el material debe
estar dispersado. Algunas veces, es necesario ajustar el pH o calentar de la

suspension que contiene el biopolimero para disolver la macromolécula.
2° Etapa

Se adiciona una sustancia con propiedades plastificantes. Esta sustancia
proporcionara al recubrimiento un buen comportamiento mecanico en términos de
flexibilidad y resistencia a la rotura, reduciendo la fragilidad. El plastificante que mas
se utiliza es el glicerol debido a su mayor estabilidad y compatibilidad con las
cadenas biopoliméricas hidrofilas en comparacion con el sorbitol, polietilenglicol y
azucares. El plastificante se asocia fisicoquimicamente con la estructura del
biopolimero reduciendo la cohesion e interfiriendo con la asociacion de las cadenas
poliméricas facilitando su deslizamiento por lo que aumenta la flexibilidad del
recubrimiento. Una vez dispersados los biopolimeros y adicionado el plastificante, es
posible afiadir otras sustancias como antimicrobianos, antioxidantes a la solucion
formadora de pelicula, con el objetivo de proporcionar alguna propiedad funcional

deseada.
3° Etapa

En esta etapa se elimina el exceso de disolvente, por lo cual se debe realizar un
proceso de secado controlado. La velocidad de secado y las condiciones
ambientales determinaran el espesor final y las caracteristicas estructurales del

recubrimiento.
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1.6 Métodos para aplicar los recubrimientos en el fruto

Cuando tenemos frutas con superficies irregulares, el método mas adecuado es el
de inmersion, debido a que se requiere un recubrimiento uniforme. La fruta debe ser
lavada y secada previamente, luego se sumerge en la formulacion del recubrimiento
directamente, después se deja drenar el material que sobra y se procede al secado,
este método es muy aplicado en recubrimientos comestibles con cera en frutas
enteras, ya que se garantiza un impregnado completo para formar una pelicula
membranosa delgada sobre la superficie. En frutas con superficies lisas y uniformes,
el método mas utilizado es el de aspersion, debido a que se obtienen recubrimientos
mas delgados y uniformes que los obtenidos por inmersién. La solucion se aplica
presurizada, mediante la regulacion de la presion, para conseguir diferentes
tamafos de gota. La aplicacion del recubrimiento se realiza con aspersores de alta
presidn que permiten emplear menos material de recubrimiento. Otros métodos son

la aplicacion mecanica o manual con brochas.

1.7 Ventajas de los recubrimientos en frutas

Ventajas en la utilizacion de estos recubrimientos incluyen:

-Prolongan la degradacion de pigmentos debido a la ausencia de CO,, y por tanto el

desarrollo de colores indeseables.
-Crean una atmdésfera modificada entre la pelicula y la superficie de la misma.

-Los recubrimientos forman una barrera en la superficie del fruto, modificando la
composicién gaseosa interna, lo cual disminuye la tasa de respiracion y por tanto,

prolonga la vida pos cosecha del producto.
-Son biodegradables, lo que reduce el impacto al medio ambiente.

-Los biopolimeros utilizados en las formulaciones pueden llevar diferentes aditivos,

tales como antimicrobianos, antioxidantes, agentes aromatizantes y nutraceuticos.
-Proporcionan a la fruta mayor estabilidad durante el transporte y almacenamiento.
-Pueden ser consumidos con la fruta ya que se fabrican utilizando materiales

considerados GRAS (Alimentos Generalmente Reconocido como Seguros).
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-Controlan el desarrollo microbiano, cambios fisiolégicos y fisicoquimicos

extendiendo la vida util del fruto entero o con un minimo de procesamiento.

1.8 Problemas asociados con recubrimientos comestibles

A pesar de que algunos recubrimientos comestibles se han aplicado con éxito a
frutas y verduras frescas, otras aplicaciones han afectado negativamente a la
calidad. La modificacion de la atmdsfera interna mediante el uso de recubrimientos
comestibles puede aumentar los trastornos asociados con un alto nivel de diéxido de

carbono o una baja concentracion de oxigeno (Ben-Yehoshua, 1969).
Implicaciones sensoriales

El recubrimiento grueso en la superficie de frutas y verduras se convierte en una
barrera indeseable entre la atmosfera externa e interna y restringe el intercambio de
gases respiratorios (CO, y O;) (Cisneros-Zevallos y Krochta, 2003). Esto puede
resultar en la respiracion anaerébica, que produce mucho més diéxido de carbono,
acetaldehido y etanol. El acetaldehido y el etanol dan como resultado una
fermentacion y dan un sabor desagradable al producto, lo cual es perjudicial para la
calidad percibida (Miller et al., 1983; Howard y Dewi, 1995). Por lo tanto, es
necesario ajustar el grosor de la capa de cera segun la variedad y las temperaturas

de almacenamiento y comercializacion.

-La modificacion de la atmésfera interna del fruto, la cual puede incrementar
desérdenes asociados con una alta concentracion de dioxido de carbono o una baja

de oxigeno, afectando parametros sensoriales en la fruta.

-Ademas pueden inducir indirectamente cambios en el sabor de la fruta como

consecuencia al retraso en la maduracion.
Cuestiones de seguridad alimentaria

De acuerdo con la Directiva Europea (ED, 1995, 1998) y las regulaciones de EE.
UU. (FDA, 2006), los recubrimientos comestibles pueden clasificarse como
productos alimenticios, ingredientes alimentarios, aditivos alimentarios, sustancias
en contacto con alimentos o materiales de envasado de alimentos. Para mantener la

visibilidad, todos los componentes formadores de pelicula, asi como cualquier aditivo
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funcional en los materiales formadores de pelicula, deben ser de calidad alimentaria,
no toxicos, y todas las instalaciones de proceso deben cumplir con altos estandares
de higiene (Guilbert y Gontard, 1995; Guilbert et al., 1996; Han, 2002; Nussinovitch,
2003).

En la regulacion de la mayoria de los paises, las sustancias quimicas agregadas
como antimicrobianos se consideran aditivos alimentarios si el propésito principal de
las sustancias es la extension de la vida atil. Sin embargo, cada pais tiene sus
propias regulaciones que definen una lista de aditivos aprobados (ED, 1995; USDA,
2006). Por ejemplo, de acuerdo con las regulaciones de los EE.UU., los acidos
organicos, como el acético, el lactico, el citrico, el malico, el propionico, el tartarico y
sus sales, son GRAS para usos diversos y de uso general (Doores, 1993). Por otro
lado, muchas OE se utilizan ampliamente en las industrias de alimentos, salud y
cuidado personal, y también se clasifican como sustancias GRAS o0 estan permitidas
como aditivos alimentarios. En Europa, los ingredientes que pueden incorporarse en
las formulaciones de recubrimientos comestibles incluyen goma arabiga y karaya,
pectinas, laca, cera de abejas, cera de candelilla y cera de carnauba.

Esta Directiva se modifico en 1998 mediante la introduccién de nuevos ingredientes,
como lecitina, polisorbatos, acidos grasos y sales de acidos grasos. Por otro lado, la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas
en inglés) menciona otros aditivos utilizados como componentes de recubrimientos
protectores aplicados a frutas y verduras frescas como la morfolina, la polidextrosa,
el monoestearato de sorbitan, los ésteres de acidos grasos de sacarosa, la manteca
de cacao y el aceite de ricino (FDA, 2006). Los vegetarianos y otras personas que
evitan los productos animales pueden preocuparse de que las frutas y verduras
contengan ceras de origen animal, como el acido oleico. Algunas personas temen
qgue el recubrimiento y las peliculas comestibles atrapen los pesticidas, lo que hace
gue la fruta o la verdura no sea segura para comer. Si los consumidores desean
evitar las frutas y verduras con recubrimiento comestible, las regulaciones de la FDA
que entraron en vigencia en 1994 pueden ayudarles a identificar los productos
adecuados para ellos. Estas regulaciones requieren que los empacadores o tiendas
de comestibles proporcionen informacion sobre la presencia de ceras en las frutas y
verduras frescas. La informacion dira que el producto esta (a) recubierto con cera a

base de animales de calidad alimentaria o (b) recubierto con vegetales de calidad
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alimentaria, petréleo, cera o resina a base de cera de abeja y / o laca para mantener
la frescura. La FDA también les permitira etiquetar la declaracion "Sin recubrimiento
de cera o resina" en frutas y verduras frescas que no contengan ninguan

recubrimiento.

1.9 Necesidades futuras en recubrimientos comestibles para frutas y verduras

A pesar de los beneficios significativos del uso de recubrimientos comestibles para
prolongar la vida atil y mejorar la calidad y la seguridad microbiana de las frutas y
verduras frescas y minimamente procesadas, las aplicaciones comerciales en una
amplia gama de frutas y verduras aun son muy limitadas. Esto puede estar limitado
por varios factores, entre los que se incluyen una comprensiéon y disponibilidad
limitadas de los materiales de recubrimiento apropiados, una propiedad de barrera
contra la humedad deficiente, una adherencia superficial débil de algunos materiales
de recubrimiento, una posible alergia de los materiales de recubrimiento basados en
proteinas, una calidad sensorial no deseada de algunos materiales de recubrimiento

y la viabilidad de la ampliacion a un entorno industrial.

1.9.1. Mejora de las propiedades de barrera a la humedad de los recubrimientos
hidréfilos

La hidrofilicidad de algunos materiales de recubrimiento comestibles no proporciona
una barrera suficiente contra la humedad para recubrir frutas y verduras,
especialmente para productos frescos, donde hay una superficie humeda. Se
requieren esfuerzos para desarrollar nuevos materiales de recubrimiento y / o
formulaciones de recubrimiento que posean una alta propiedad de barrera contra la
humedad y adherencia a la superficie, y para comprender la funcionalidad e
interacciones entre los diferentes componentes de la férmula de recubrimiento
comestible. Los estudios para mejorar la funcionalidad de los materiales de
revestimiento existentes también son importantes. La incorporacion de ingredientes
hidrofobos, como los lipidos y los acidos grasos, para mejorar la barrera contra la
humedad mientras se mantienen las funciones deseables de resistencia al vapor,

gas o soluto y propiedades sensoriales es fundamental en futuras investigaciones.
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1.9.2 Mejora de la adherencia y durabilidad del recubrimiento

La adherencia y la durabilidad del recubrimiento son importantes para mantener la
calidad de los alimentos durante el almacenamiento. Para recibir verdaderamente el
beneficio de los recubrimientos comestibles en frutas y verduras en aplicaciones
comerciales, el recubrimiento debe adherirse a la superficie del alimento durante el
procesamiento, almacenamiento y transporte. La humectabilidad de la superficie es
esencial para una buena adherencia del recubrimiento. Un liquido humedeceria
perfectamente el sélido cuando la tension superficial de un sdélido sea mayor o igual
a la del liquido, lo que se puede lograr mediante la adiciobn de un surfactante
apropiado en las soluciones de recubrimiento. La adhesion de los recubrimientos en
las superficies de los alimentos con diferentes caracteristicas necesita ser estudiada
y mejorada. Esto suele ser importante para algunas frutas y verduras frescas y
recién cortadas donde ya existe una capa cerosa hidrofébica natural o una superficie
himeda y de alta humedad, respectivamente. En la aplicacién de recubrimiento de
hoy, la inmersion es un método comun para aplicar recubrimientos. Este método
cuando se usa agua que contiene detergente, sin embargo, puede lavar la capa
cerosa natural de la superficie de algunas frutas y verduras, degradando asi la
funcionalidad de los recubrimientos. Ademés, puede diluir la solucién de
recubrimiento y dar como resultado residuos (desperdicios) significativos de los
materiales de recubrimiento. Por lo tanto, el desarrollo de otras técnicas de
aplicacion de recubrimiento como la pulverizacibn o goteo es necesario para

aumentar la eficiencia y durabilidad del recubrimiento.

1.9.3 Desarrollo continuo de recubrimientos compuestos o microemulsion

Los recubrimientos compuestos son prometedores para mejorar las propiedades de
barrera contra la humedad de los materiales de recubrimiento hidrofilos y mejorar la
adherencia y durabilidad del recubrimiento. La investigacion sobre la identificacion
de las combinaciones de materiales mas compatibles, el tamafio de las particulas
lipidicas y la estabilidad del sistema de emulsion debe investigarse continuamente
para satisfacer las necesidades especificas de recubrir frutas y verduras frescas y

minimamente procesadas.
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1.9.4 Calidad sensorial de los recubrimientos comestibles

La calidad sensorial es esencial para determinar el éxito de los recubrimientos
comestibles, ya que afecta la aceptacion del consumidor y el potencial de mercado
de los productos recubiertos. El impacto del sabor exdégeno por los materiales de
recubrimiento, el aspecto superficial poco atractivo de los recubrimientos y otros
factores pueden afectar la aceptacién por parte del consumidor de los productos
recubiertos. Por lo tanto, es importante investigar la calidad sensorial de los
materiales de recubrimiento y los productos recubiertos, incluidos el aspecto, el
color, el aroma, el sabor y la textura. Desafortunadamente, tales estudios son muy

escasos Yy se hecesitan mas trabajos.

1.9.5 Ampliacion de la operacion de recubrimiento en un entorno industrial

Las frutas y verduras son productos fragiles con alto contenido de agua, por lo que
generalmente presentan 2 desafios para las aplicaciones de recubrimiento a escala

en un entorno industrial:

- Proteger las frutas y hortalizas del dafio fisico durante la aplicacién del
recubrimiento mientras proporciona la adherencia y durabilidad necesarias para el

recubrimiento.

- Evitar la pérdida de humedad y la deshidratacién de la superficie durante el secado

después de la aplicacion del recubrimiento.

Los sistemas de revestimiento de cubeta y revestimiento de lecho fluidizado
requieren volteo intenso, mientras que la aplicaciébn de inmersion puede lavar la
capa protectora natural en la superficie de algunas frutas y verduras. Buscar
sistemas de aplicacion de recubrimiento méas factibles que proporcionen una
distribucion uniforme de la solucién de recubrimiento en la superficie de frutas y
verduras y un secado eficiente es necesario en las operaciones de recubrimiento a

escala a escala de fabrica.
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1.10 Futuras tendencias

Se esta desarrollando una nueva generacion de recubrimientos comestibles, cuyo
objetivo es incorporar y / o controlar la liberacion de compuestos activos utilizando
soluciones nanotecnoldgicas como la nanoencapsulacion y los sistemas multicapa.
Hoy en dia, las nanotecnologias se utilizan para mejorar los aspectos nutricionales
de los alimentos mediante aditivos y nutrientes a nanoescala y los sistemas de
distribuciéon en nanoescala para compuestos bioactivos (Bouwmeester et al., 2007).
La micro y nanoencapsulacion de compuestos activos con recubrimientos
comestibles puede ayudar a controlar su liberacibn en condiciones especificas
(LOpez-Rubio et al., 2006), protegiéndolos de la humedad, el calor u otras
condiciones extremas y mejorando su estabilidad y viabilidad (Jiménez et al., 2004).
El alginato es el material mas utilizado para la encapsulacion, pero también se
pueden usar materiales de otras fuentes. Las enzimas, los aceites probidticos,
prebibticos, marinos (acidos grasos omega-3) se encuentran entre las sustancias
funcionales mas adecuadas para encapsularse. Por otro lado, el uso de sistemas
multicapa de capa-capa (LbL) de nanolaminato, en los que las superficies cargadas
estan recubiertas con peliculas interfaciales que consisten en capas de nano

multiples ofrecen perspectivas prometedoras (Decher, 2003; Weiss et al., 2006).

La preparacion de estructuras multicapa consiste en una inmersion consecutiva del
sustrato en dos o mas soluciones de recubrimiento que contienen especies con
carga opuesta (Guzey y McClements, 2006). El recubrimiento de los alimentos con
nanolaminatos implica sumergirlos en una serie de soluciones que contienen
sustancias que seradn absorbidas por la superficie de los alimentos o rociar
sustancias sobre la superficie de los alimentos (McClements et al., 2005). Estos
recubrimientos de nanolaminato podrian elaborarse completamente a partir de
ingredientes de grado alimenticio (proteinas, polisacéaridos, lipidos) y podrian incluir
varios agentes funcionales como antimicrobianos, agentes antibrowning,

antioxidantes, enzimas, saborizantes y colorantes (Weiss et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

La fruta es un alimento indispensable para una dieta equilibrada. Su caracteristica
nutricional viene dada por su gran aporte de fibra y vitaminas. Son un grupo de
alimentos con una gran variedad de especies, con caracteristicas propias respecto al
color y sabor, y también con distintas formas de preparacion, lo que hace que tengan
una gran aceptacion en la poblacion en general. Los consumidores demandan
productos mas duraderos y que garanticen su salud, y una de las técnicas para
aumentar la vida y evitar la contaminacion de la frutas son los recubrimientos

alimentarios

Este trabajo fin de master tiene como objetivo general estudiar la conservacién de

piezas de frutas mediante recubrimientos alimentarios. Los objetivos propuestos son:

1. Estudiar la conservacion de piezas mel6n mediante dos tipos de recubrimientos

comestibles

2. Estudiar el efecto de los recubrimientos en las muestras de melén inoculadas con

L. innocua

3. Estudiar la conservacibn de gajos de naranja mediante dos tipos de

recubrimientos comestibles

4. Estudiar el efecto de los recubrimientos en los gajos de naranja inoculados con L.

innocua

5. Comparar la efectividad de los recubrimientos utilizados a base de quitosan o

quitosan + EDTA
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3. MATERIALES Y METODOS

El experimento se ha realizado con dos piezas de frutas diferentes, melén y naranja.
Una vez empezado el estudio, las frutas se reparten en diferentes bolsas que
permaneceran en camara fria a 4°C para hacer un recuento de bacterias a tiempo
Oh, 2 dias, 5 dias y 7 dias en medios TSA y PALCAM.

3.1 Material de laboratorio necesario

Se han utilizado los siguientes materiales (Figura 5):

e Bolsas de plastico para introducir el alimento
e Eppendorf

e Asa de siembra

e Guantes

e Mechero Bunsen

e Alcohol

e Agua destilada

e Alcohol 96°C

e Solucion salina

e Quitosano al 2%

e Acido acético al 1%

e EDTA

e Pinzas

e Tubos TSB inoculados con Listeria innocua
e Placas Tryptic soy Agar (TSA)

e Placas BD PALCAM Listeria Agar (PALCAM)
e Piezas de fruta troceada

e Puntas estériles para micropipetas

e Micropipetas de 200 ply 1000 pl

e Estufa de cultivo a 37°C

e Camarafriaa4°C

e Autoclave

e Campana de gases
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Agitador

e Matraces de diferentes tamafos
e Balanza

e Bafiodeaguaab55°C

e Gradillas

Figura 5: Parte del material utilizado

3.2 Medios de cultivo utilizados

En el experimento se han utilizado principalmente dos medios de cultivo:

Tryptic soy Agar (TSA)

El medio TSA es un medio de cultivo de uso general en el que pueden crecer tanto
microorganismos exigentes como no exigentes, aqui se incluyen bacterias aerobias
y no anaerobias. Este medio es recomendado para la deteccion y el recuento de una
gran variedad de microorganismos. En el pueden crecer microorganismos como
Staphylococcus, Escherichia, Bacillus subtilis, Pseudomonas, Aspergillus,
Salmonella y algunos microorganismos mas precisos como Listeria, Neisseria,
Brucella, etc.

Su composicion en gramos por litro se muestra en la siguiente tabla (Tabla 2)
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Tabla 2: Composicion del medio TSA

Formula en g/l

Pancreatic Digest of casein 15,00
Papaic Digest of Soya Bean 5,00
Cloruro de sodio 5,00
Agar 15,00
pH 7.3+0.2
Temperatura 25°C

Listeria PALCAM, Base de Agar (Medio Deshidratado)

Es un medio para el aislamiento selectivo, cultivo y diferenciacion de Listeria

monocytogenes y otras especies de Listeria en alimentos.
Su composicion en gramos por litro se muestra en la tabla 3

Tabla 3: Composicién del medio PALCAM

Formula en g/l

Columbia, Base de Agar 39,00
Extracto de levadura 3,00
Glucosa 0,5
Esculina 0,8
Amonio Hierro(lll) Citrato 0,5
Manita 10,00
Rojo de Fenol 0,08
Litio Cloruro 15,00
pH 7,240,2

3.2.1 Preparacion de los medios de cultivo

Se han preparado varios matraces de PALCAM de 500 ml como medio selectivo,
debido a que el nimero de muestras ha sido muy grande debido a las distintas
diluciones en placa. Para el TSA, medio general, el nUmero de matraces de 400ml

ha sido mayor debido al ya que el numero de diluciones en placas.
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Para preparar cada medio (Figura 6) se ha utlizado un medio deshidratado
comercial, en este medio indica los gr/l que se necesitan y la cantidad de agar que
contiene. Por tanto, para la preparacion del medio PALCAM en un matraz de 500 ml
se ha utilizado 34,5 gr y para la preparacion de TSA, 16 gr para cada matraz de 400
ml. El medio PALCAM ademas necesita la incorporacion de un suplemento una vez
que el medio esté autoclavado y atemperado. (Figura 6)

Figura 6: Medios de cultivo PALCAM, TSA y NaCl

3.2.2 Preparacion de la solucion salina

Se han preparado matraces de 250 ml de solucién salina al 0,9%, para ello se ha

utilizado agua destilada y 2,25 gr de NacCl.

Esta solucion salina se utiliza para distintos fines. Por un lado, se utilizara para
rellenar cada bolsa de nuestro alimento con 20 ml de solucién; por otro lado se usara
para hacer las diferentes diluciones en eppendorfs (Figura 7) que necesitamos para
la siembra en placa
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Figura 7: Diluciones con solucion salina en eppendorfs

3.2.3 Preparacion de alimento, quitosan y EDTA

Para realizar el experimento hemos utilizado dos alimentos, naranja y meldn, en el
caso del meldn se ha cortado en pequefios trozos y en el caso de la naranja hemos
utilizado sus gajos. Se han utilizado dos tipos de tratamiento A y B, quitosano y

quitosano + EDTA, respectivamente.

Para la preparacién del primer recubrimiento, quitosano al 2% (p/v) en una solucion
acuosa de acido acético al 1% (v/), hemos utilizado 200 ml de agua destilada, 2 ml
de acido acético y 4 gr de quitosano. Posteriormente, la mezcla se homogenizé

durante 20 min haciendo uso de un agitador magnético a 15 rpm.

Para el segundo recubrimiento, quitosano + EDTA, hemos usado 100 ml de la

preparacion anterior, es decir, quitosano al 2% y le hemos afiadido 584 pul de EDTA.

Se prepararon 24 bolsas de plastico para cada alimento, ya que cada dia de
recuento se utilizaran 6 bolsas de cada fruta. Estas bolsas iran rotuladas segun el
tipo de tratamiento que lleve y si estan inoculadas o no con listeria.

Para el entendimiento de la divisién de las bolsas, se expone graficamente en las
siguientes tablas: (Tablas 4 y 5)
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Tabla 4: Abreviaturas bolsas melén

Meldn (M)

MO M2 M5 M7
MAO MA2 MAS MA7
MBO MB2 MB5 MB7
MTO MT2 MT5 MT7
MTAO MTA2 MTAS MTA7
MTBO MTB2 MTB5 MTB7

Tabla 5: Abreviaturas bolsas naranja

Naranja (N)

NO N2 N5 N7
NAO NA2 NA5 NA7
NBO NB2 NB5 NB7
NTO NT2 NT5 NT7
NTAO NTA2 NTAS NTA7
NTBO NTB2 NTB5 NTB7

Para el ensayo las piezas de frutas, han sido repartidas en diferentes placas segun

el tratamiento.
Distinguimos dos grupos:

El primer grupo, donde los trozos de fruta iban sin listeria, han sido distribuidos en 3

tipos de placas:

- Trozos de fruta sin ningun tipo de recubrimiento ni tratamiento
- Trozos de fruta, con el recubrimiento A
- Trozos de fruta, con el recubrimiento B

Para los recubrimientos los trozos se sumergen (Figura 8) en sus respectivos
tratamientos (quitosan y quitosan+EDTA) y se depositan en las placas para
ponerlos en la campana extractora y asi proceder a su secado durante 30 min.
(Figura 9)
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Figura 8: Aplicacién de los recubrimientos

Figura 9: Secado en campana

Una vez sacadas de la campana, los trozos de fruta fueron depositados en bolsas de

plastico y llevados a la camara fria.

En el segundo grupo, los trozos de fruta se inocularon con 100 ul de Listeria
innocua (Figura 10) y se llevaron a secar 30 min a la campana. Una vez terminado

este tiempo, se procedié a:

- Introducir el trozo de fruta con listeria en la bolsa de plastico y llevarlo a la

camara fria.
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- Otro grupo de trozos de fruta con listeria se sumergieron en el tratamiento Ay
fueron llevados a la campana extractora 30 min para su secado.
- El dltimo grupo, se introdujo en el tratamiento B y fue igualmente llevado a la

campana extractora para su posterior secado.

Figura 10: Inoculacion de Listeria

Una vez sacados de la campana, se introdujeron en bolsas de plastico (Figura 11) y

fueron llevados a la camara fria junto a las demas bolsas.

Este procedimiento se realiza igual tanto para el melén como para la naranja.

Figura 11: Trozos de frutas envasados

Pagina | 41



3.3 Siembra del alimento

Los recuentos mediante siembras en placa se realizaron en los dias 0, 2,5y 7. Se
tendra en cuenta los resultados de los dias anteriores para ver el numero de

diluciones a realizar.

Para ello, cogeremos las bolsas donde estan introducidas las frutas y le afiadiremos
20 ml de solucién salina. Seguidamente, seran masajeadas para homogeneizar la
muestra. De aqui se extraen 100 pl que depositaremos, en condiciones de
esterilidad, sobre los medios de las placas o en caso de tener que realizar diluciones
en los correspondientes eppendorfs para su posterior depositado en placa. Una vez
realizado esto, se procede a extender de manera circular, con el asa de siembra, la

muestra para que quede uniformemente repartida (Figura 12).

Figura 12: Siembra en placa

Por ultimo, las placas se guardaran en la estufa a 37°C para su posterior recuento.
El ensayo se realiza por duplicado tanto en el medio TSA como en el medio
PALCAM
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3.4 Recuento y calculo de las UFC/g

A las 24h se realiza el recuento de las placas en los dias especificados
anteriormente para ver el crecimiento bacteriano. Para este recuento, se utilizaran

las diluciones de las placas que contengan entre 20-200 colonias.
La formula utilizada sera:

Ne colonias

Ure= 10~ (n° dilucién) x10x 10

Donde:
N° colonias: recuento especifico de la placa
N° de dilucién: indica el numero de placa

En el medio TSA se hard un recuento de todos los microorganismos que crezcan y
en el medio PALCAM se harad lectura de las colonias de color negro

correspondientes a listerias.
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4. RESULTADOS

4.1 Efectos de los recubrimientos ensayados sobre el meldn

Los ensayos se realizaron con las muestras de melon troceadas a igual tamafo,
solas e inoculadas con Listeria innocua. Una vez inoculadas con la bacteria y
aplicados los recubrimientos e incubadas las muestras a 4°C, se realizaron los
ensayos para obtener los recuentos en unidades formadoras de colonias por gramo

de alimento (UFC/g) a los tiempos 0, 2, 5y 7 dias.

4.1.1. Resultados obtenidos en el Dia 0

En la siguiente tabla (tabla 6) se pueden observar las UFC obtenidas en los ensayos
de las muestras de meldn sin inocular, tratadas con L. innocua Yy recubiertas con los

dos tipos de recubrimientos utilizados en el ensayo.

Tabla 6: Recuentos en UFC/g en las muestras de melén a tiempo 0

Tratamiento

CONTROL Tratamiento A B
TSA TSA TSA
MELON 4x10° 0 1,6x10" 0 1,7x10* 0
MELON + Listeria 4,7x10°8 3x10’ 2x10° 2x10°  |7,2x 10°| 4,1x10°

En el tiempo cero, en las muestras control (muestras sin recubrimiento), se observé
un crecimiento en el medio TSA, medio general para el crecimiento de
microorganismos, en torno a las 5 unidades logaritmicas, mientras que no se detecto

ninguna bacteria en el medio PALCAM, medio selectivo para deteccion de listerias.

Cuando las muestras fueron tratadas con el tratamiento A (elaborado sélo con
quitosan), los recuentos bajaron una unidad logaritmica en el medio TSA,de 5a 4,y
tampoco se detectd crecimiento en el medio PALCAM. Con el tratamiento B

(elaborado con quitosan + EDTA), ocurrié exactamente lo mismo.

Al inocular la muestra de meldn con la bacteria control L. innocua, en el medio TSA,
el nimero de colonias aumentd hasta 10® UFC, y en PALCAM, se detectaron hasta
10’ UFC.
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Cuando los trozos de melon fueron recubiertos con el tratamiento A, el nimero de
bacterias formadoras de colonias disminuy6 2 unidades logaritmicas, de 10% a 10°
en el medio general TSA mientras que en PALCAM se observé una disminucion de
s6lo una unidad logaritmica. En el caso de las muestras recubiertas con el
tratamiento B, se observo una reduccién de dos unidades logaritmicas en los dos

medios de cultivo ensayados. (Figura 13).

Figura 13: Lectura de resultados en muestras de melon el dia cero

4.1.2. Resultados obtenidos en el Dia 2

En la siguiente tabla (tabla 7) podemos observar los resultados obtenidos en el

segundo dia de incubacion.

Tabla 7: Recuentos en UFC/g en muestras de melén al segundo dia de incubacién

Tratamiento

CONTROL Tratamiento A B
TSA TSA TSA
MELON 3,1x10’ 0 1,5x10° 0 1,5x10° 0
MELON + LISTERIA 3x10° 1,31x10° 1,52x10% | 2,5x10° | 3x10® | 1,7x10°

Los recuentos del segundo dia, en el medio TSA, llegaron a 3,1x10’ UFC, mientras

que en el medio PALCAM no se detectd ninguna bacteria.
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En las muestras inoculadas con L. innocua, se detectd un aumento con respecto al
dia cero, en TSA pas6 de 10° UFC a 10° UFC, mientras que en PALCAM subié dos

unidades logaritmicas.

En las muestras no tratadas y recubiertas con el tratamiento A, en el medio TSA el
nimero de bacterias formadoras de colonias bajo de 10’ a 10°, tampoco se detecté
bacterias en PALCAM. El tratamiento B actdo de la misma manera disminuyendo en

una unidad logaritmica las UFC.

En las muestras inoculadas con L. innocua y recubiertas con el tratamiento A, las
UFC pasaron de 10° a 10 en el medio TSA, mientras que en PALCAM disminuyeron
dos unidades logaritmicas. El tratamiento B actio de forma parecida en TSA ya que
disminuyeron las UFC de la misma manera mientras que en el medio PALCAM, el

recuento disminuyo hasta 3 unidades logaritmicas.

4.1.3. Resultados obtenidos en el Dia 5

En la tabla 8 se muestran los resultados de los recuentos obtenidos al quinto dia de

incubacion.

Tabla 8: Recuentos en UFC/g en muestras de meldn en el quinto dia de incubacion

CONTROL Tratamiento A Tratamiento B

TSA TSA TSA
MELON 3,02x10%° 0 1,65x 10%° 0 9,3x10° 0
MELON + LISTERIA 1,6x10"* 1,24x10%° | 3,42x10% | 2,8x10° |2,96x10%|1,19x10°

Los recuentos en el dia 5 en la muestra control fueron en el medio TSA de 3,02x

10%, mientras que en PALCAM no se detecté ninguna bacteria.

En las muestras de melon recubiertas con el tratamiento A, en el medio TSA se
mantuvieron los recuentos igual que en el control, por lo tanto este recubrimiento no
disminuyo las UFC en el dia 5, y en PALCAM no hubo crecimiento bacteriano. Con
el tratamiento B, las UFC disminuyeron una unidad logaritmica en TSA y tampoco
hubo crecimiento en el medio PALCAM. Podemos decir que el recubrimiento B fue

algo mas efectivo que el A.
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En las muestras de meldn inoculadas con la bacteria control L. innocua, en TSA el
nidmero de bacterias formadoras de colonias fue de 1,6x10™ y en PALCAM
1,24x10%°.

En la fruta con recubrimiento, las UFC disminuyeron de la misma manera tanto con
el tratamiento A, como con el tratamiento B. En TSA, bajé una unidad logaritmica y

en PALCAM, dos. Por tanto, los dos tratamientos en este caso han actuado igual.

4.1.4. Resultados obtenidos en el Dia 7

En la siguiente tabla (tabla 9) podemos ver los resultados obtenidos en el dltimo dia

de incubacion, a los 7 dias de ensayo.

Tabla 9: Recuentos en UFC/g en muestras de melén al séptimo dia de incubacién

Tratamiento

CONTROL Tratamiento A

_g_ -i

MELON 1,6x10%° 2x10° 0 4,9x10° 0
MELON + LISTERIA 1,8x10* 1,3x1010 3,8x10"° 5x10° | 3x10% | 1,5x10°

El dltimo dia de ensayo, los recuentos en la muestra control de melon se mantienen
cémo el resto de los dias en torno a 10*°UFC, mientras que en el medio PALCAM

seguimos teniendo crecimiento cero.

Tanto con el tratamiento A como con el tratamiento B, las UFC han disminuido una

unidad logaritmica de 10'° a 10°.

En las muestras control de melédn inoculadas con L. innocua, en TSA también
seguimos obteniendo unas 11 unidades logaritmicas mientras que en PALCAM
tenemos 10 UFC.

Tanto con el recubrimiento A cémo con el recubrimiento B, los recuentos en el medio
TSA, disminuyen una unidad logaritmica y en el medio PALCAM igual. Por tanto, los

dos tratamientos actuan igual.

Si representamos los resultados en TSA obtenidos graficamente, en las graficas 1y

2, podemos ver que en las muestras control y tratadas el crecimiento bacteriano es
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progresivo hasta el dia 5 y se mantiene a los 7 dias de incubacion. Respecto a las
muestras recubiertas, tanto con tratamiento A como el tratamiento B, los
recubrimientos son algo efectivos, ya que ambos reducen las unidades formadoras
de colonias. Los dos actuan de manera similar, tan solo se aprecia una mayor

efectividad en el tratamiento B al quinto dia de incubacion.
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1E+11

1E+10

1E+09

100000000

10000000
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1000000
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100000

10000
1000
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100
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Gréfica 1: Efecto de los recubrimientos sobre las muestras de melén
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Gréfica 2: Efecto de los recubrimientos sobre las muestras de melén inoculadas con
L.innocua

4.2. Efectos de los recubrimientos sobre la naranja

Las muestras de naranjas cortadas en gajos se inocularon con la bacteria control L.
innocua y se recubrieron con los dos tipos de tratamientos para realizar los ensayos

a lo largo de una semana almacenadas a 4°C.

4.2.1. Resultados obtenidos en el Dia O

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos en el tiempo de inicio del

ensayo.

Tabla 10: Recuentos en UFC/g en las muestras de naranja a tiempo O

CONTROL Tratamiento A Tratamiento B
TSA TSA TSA
NARANJA 3x10° 0 1x10° 0 5x10° 0
NARANJA + LISTERIA | 1,5x108 2,3x10° 1,1x10° | 2,68x10° |3,5x10°|2,32x10°
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En el tiempo cero, en las muestras de naranja en el medio TSA se obtuvo un
recuento en torno a 3 unidades logaritmicas, mientras que no se detectd presencia
de listerias en el medio PALCAM.

Cuando las muestras fueron recubiertas con un tratamiento A, los recuentos bajaron
una unidad logaritmica, de 3 a 2, y tampoco se detecto bacteria alguna en PALCAM.

Con el tratamiento B, las UFC se mantuvieron igual.

Al inocular los gajos de de naranja con la bacteria control L. innocua, en TSA, el

ndmero de colonias aumenté hasta 10% y en PALCAM, aument6 hasta 10° UFC.

Cuando lo tratamos con el tratamiento A, el nimero de bacterias formadoras de
colonias disminuyé 3 unidades logaritmicas, de 10° a 10°, en PALCAM disminuyé
una unidad logaritmica. Lo mismo ocurrié con el tratamiento B, por tanto los dos

tratamientos en el dia cero actuaron de forma similar.

4.2.2. Resultados obtenidos en el Dia 2

Los resultados obtenidos el segundo dia de ensayo se pueden ver en la tabla 11:

Tabla 11: Recuentos en UFC/g en muestras de naranja en el dia 2 de incubacion

CONTROL Tratamiento A Tratamiento B
TSA TSA TSA
NARANJA 5,4x10° 0 2x10° 0 1,2x10% 0
NARANJA + LISTERIA | 1,5x10’ 2,6x10° 7,8x10° 6x10° 6x10° | 1,7x10°

En el dia dos, en las muestras de naranja sin recubrir, en el medio TSA se
observaron 5,4x10° unidades formadoras de colonias, mientras que no se detecté

ninguna listeria en el medio PALCAM.

Cuando las naranjas fueron recubiertas con el tratamiento A, los recuentos bajaron
una unidad logaritmica, de 3 a 2, y tampoco se detectd crecimiento en PALCAM.
Con el tratamiento B, sin embargo aumenté una unidad logaritmica. Por tanto, el

tratamiento A fue mas eficaz.

En la muestra de naranja con la bacteria control, L. innocua, en TSA, el numero de

colonias aumenté hasta 10’ y en PALCAM, de detectaron hasta 10° UFC.
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Al recubrir la fruta, con el tratamiento A, el nimero de bacterias formadoras de
colonias disminuyé 2 unidades logaritmicas, de 10’ a 10°, en PALCAM disminuyé
una unidad logaritmica. Lo mismo ocurrié con el tratamiento B, por tanto los dos

tratamientos en el dia dos actuaron de la misma manera.

4.2.3. Resultados obtenidos en el Dia 5

En la siguiente tabla (tabla 12) podemos ver los resultados obtenidos en el recuento
del dia 5

Tabla 12: Recuentos en UFC/g en muestras de naranja en el quinto dia de incubacion

CONTROL Tratamiento A Tratamiento B

| TsA TSA
NARANJA 1,8x10’ 0 1x10° 0 1,1x10° 0

NARANJA + LISTERIA | 1,22x10° 2,85x107 | 2,7x10° | 3,9x10° | 5x10° | 1,3x10°

El recuento en las muestras de naranja sin tratar ni recubiertas fue creciendo hasta

1,8x10’ UFC, y como en el resto de los ensayos no se detectaron listerias.

Cuando las naranjas iban recubiertas, en el caso del tratamiento o recubrimiento A,
los recuentos bajaron 4 unidades logaritmicas, de 7 a 3, y con el recubrimiento B

bajaron dos unidades logaritmicas.

En la muestra de naranja con la bacteria control, en TSA, el nimero de colonias
aumenté hasta 10° y en PALCAM, aumenté hasta 10’ UFC.

Al tratar la fruta con el recubrimiento A, el nimero de bacterias formadoras de
colonias disminuyé 3 unidades logaritmicas, de 10° a 10°, en PALCAM disminuy6
dos unidades logaritmicas. Lo mismo ocurrié con el tratamiento B, por tanto los dos

tratamientos en el dia dos actuaron de la misma manera (Figura 14)
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Figura 14: Resultados en medio PALCAM el dia 5

4.2 .4. Resultados obtenidos en el Dia 7

Los recuentos obtenidos el Ultimo dia de ensayo se muestran en la tabla 13:

Tabla 13: Recuentos en UFC/g en muestras de naranja en el Gltimo dia de incubacion

CONTROL Tratamiento A Tratamiento B
TSA TSA TSA
NARANJA 1,05x108 0 1,3x10° 0 2,57x10° 0
NARANJA + LISTERIA 3x10° 3x10% 8x10° 9x10° 3x10° |2,08x10°

En el dia 7, los recuentos en las muestras de naranja ascendieron en el medio TSA

hasta 8 unidades logaritmicas, mientras que no se detectd crecimiento en el medio

PALCAM.

Al ser recubiertas con el tratamiento A, los recuentos bajaron 5 unidades

logaritmicas, de 10® a 103, sin detectarse listerias. Con el tratamiento B, sin embargo

bajo el recuento en solo tres unidades logaritmicas.

En la muestra de naranja con la bacteria control, en TSA, el numero de colonias

aument hasta 10° y en PALCAM, aumenté hasta 10% UFC.

Al recubrir los gajos con el tratamiento A, el niumero de bacterias formadoras de

colonias disminuy6 3 unidades logaritmicas, de 10° a 10° y en PALCAM disminuyé
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cinco unidades logaritmicas. En el tratamiento B, en TSA ocurrié lo mismo que en el
tratamiento A, bajé el nimero de colonias 3 unidades logaritmicas pero en el medio

PALCAM para deteccion de listerias, sélo disminuy6 en 3UFC (Figura 15).

Figura 15: Resultados obtenidos el dia 7

Si representamos graficamente los resultados de todo el ensayo (graficas 3 y 4)
podemos decir que en las muestras de naranja, los dos tratamientos, A y B, son
efectivos ya que bajan los recuentos. Sin embargo, el tratamiento A parece ser mas
efectivo que el tratamiento B, ya que disminuye mas unidades logaritmicas.
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Grafica 3: efectos recubrimientos naranja control
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Gréfica 4. efectos recubrimientos naranja inoculada
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5. DISCUSION

Los datos cientificos relacionados con L. monocytogenes en frutas crudas son
extremadamente limitados. En enero de 1997, y en 1999 Brackett, se describieron
dos estudios sobre la viabilidad de la listeria en suero y zumo de naranja. La cascara
de la fruta es una proteccion contra los microorganismos; una vez que se rompe esta
barrera (rebanadas, heridas) la pulpa puede contaminarse y permitir el crecimiento
de microorganismos. Los estudios de crecimiento de L. monocytogenes en frutas

con bajo contenido de &cido son casi inexistentes.

Parish y Higgins (1989) informaron de la supervivencia de L. monocytogenes en
suero naranja estéril en el que el pH se ajusto de 3,6 a 5,0. Para un indculo inicial de
106 UFC / ml, se recuper6> 25 UFC / ml después de 90 dias a pH 4.8 y 5.0 con
incubacion a 4 °C. Al final de la incubacién de 7 dias a 30 °C, no se recuperaron
células viables a estos niveles de pH. Sin embargo, el crecimiento fue evidente en
suero naranja a pH 4.8 y 5.0 a 30 °C, asi como a pH 5.0 a 4 °C. En nuestro trabajo
hemos podido comprobar también que la listeria inoculada iba creciendo en las

piezas de naranja al aumentar los dias de incubacion

Beuchat y Brackett (1991) estudiaron las tasas de crecimiento y muerte de L.
monocytogenes inoculados en tomates crudos enteros y tomates picados. El
crecimiento del agente patdgeno ocurrié en tomates enteros mantenidos a 21 °C
pero no a 10 °C, mientras que la tasa de mortalidad en tomates cortados fue mayor
que 21 °C en comparacion con 10 °C, durante un periodo de 8 dias. Pao et al.
(1998) estudiaron la supervivencia y el crecimiento de Salmonella spp., Escherichia
coli O157: H7, L. monocytogenes y Staphylococcus aureus en naranja de Hamlin
pelada, con un pH promedio de 6.0 a 6.5 en la superficie y 3.8 en el jugo. Se
observé crecimiento con todos los patdégenos probados solo a la temperatura de
almacenamiento abusiva (24 °C), con L. monocytogenes aumentando
aproximadamente 1,5 unidades logaritmicas después de 1 dia de incubacién. La
refrigeracion (4 u 8 °C) inhibié eficazmente el crecimiento de todos los patégenos y
causO la reduccion de la poblacion de Salmonella spp. y S. aureus al final del
almacenamiento durante 14 dias. Conway et al. (2000) informaron el crecimiento de
L. monocytogenes en rodajas de manzana incubadas a 5, 10 y 20 °C. Se observo un
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aumento de 1 log en la poblacion bacteriana a 20 °C después de 7 dias, mientras
que a 5 °C el microorganismo sobrevivio mas de 12 dias.

Ukuku y Fett (2002) estudiaron el comportamiento de L. monocytogenes inoculados
en superficies de melon y la eficacia de los tratamientos de lavado para reducir la
transferencia de la corteza a las piezas recién cortadas. La inoculacién directa de L.
monocytogenes en piezas recién cortadas mostré supervivencia, pero no el
crecimiento del microorganismo durante el almacenamiento durante 15 dias a 4 °C.
El crecimiento fue evidente después de 4 h de almacenamiento a 8 y 20 °C. En
nuestro caso en las piezas de melon se observé un crecimiento progresivo de listeria

hasta los 5 dias de incubacién, manteniéndose el recuento hasta el dia 7

Si tenemos en cuanta estos estudios y el pH de los alimentos utilizados, nuestros
resultados reflejan que en la naranja que es un fruto citrico el crecimiento de Listeria

innocua ha sido menor que en el melén.

Ademas se observa como en nuestro ensayo conforme han pasado los dias, las
UFC de Listeria han ido aumentando de 2 a 3 unidades logaritmicas, corroborando

asi los estudios anteriores.

Respecto a los recubrimientos con quitosano segun Kucukgulmez et al.,, 2011,
ofrecen un amplio potencial para poder ser aplicado a la industria alimentaria debido
a sus propiedades y también a su interés cdmo conservante de muchos alimentos
(Aider, 2010). Segun Ziani et al., 2009 retrasa el crecimiento de bacterias, dato que
en parte hemos confirmado en este estudio, dénde se refleja cdmo ha disminuido el
crecimiento de L. innocua en las muestras tratadas, siendo mas efectivo el

recubrimiento en la naranja que en el meldn

Segun Atares et al., 2010, el quitosan puede ser utilizado en conjunto con otros
compuestos como es el caso de una mezcla con almidones, proteinas y lipidos,
donde han demostrado poseer las caracteristicas deseables para los productos
frescos: buenas propiedades de barrera, insipidos y transparentes. En nuestro caso
hemos podido comprobar que al mezclar el quitosan con EDTA un potente
antimicrobiano y de cuya mezcla no se conocen muchos estudios, en el caso del
meldn los resultados son similares para los dos recubrimientos, mientras que en el

caso de la naranja el quitosan es mas efectivo sélo.
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Ya que se ha descrito también otro tipo de combinaciones del quitosan cdmo son los
aceites esenciales de diferentes origenes, como es el caso del aceite de bergamota,
canela, vainilla, rosas, citricos como el limén, mandarina y naranja, entro otros (Rico
et al.,, 2012), viendo los resultados del presente trabajo se podria pensar en
combinar el quitosan y EDTA con estos aceites para aumentar asi la actividad
antimicrobiana en los recubrimientos y poder asegurar la vida atil y la no

patogenicidad de estas frutas durante su periodo de conservacion.
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos decir que:

1. Los recubrimientos alimentarios pueden ser una buena técnica para la

conservacion de frutas frente a la contaminacién por L. innocua.

2. El tipo de recubrimiento necesario va a ser diferente dependiendo del tipo de

alimento, de su pH o de su cantidad de agua.

3. Los recubrimientos con quitosano son mas efectivos en gajos de naranja que en

trozos de meloén.
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