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“INCREMENTO DE LA VIDA MEDIA DE FRESAS FRESCAS POR LA
APLICACION DE UNA BIOPELICULA COMESTIBLE ELABORADA A BASE
DEL EXTRACTO DE LA SEMILLA DE TAMARINDO (Tamarindus indica L.):

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS”

IARUBITTZEL MENDIETA MORALES

RESUMEN

La fresa es un cultivo importante en la economia de México, pero sufre deterioro
rapidamente, por lo que se han buscado alternativas para aumentar su vida media.
El objetivo general de este proyecto fue aplicar y analizar microbiolégicamente una
biopelicula comestible a base del extracto acuoso de semillas de tamarindo

(Tamarindus indica) para prolongar la vida media de la fresa fresca.

Se obtuvo el extracto acuoso de semilla de tamarindo y se le realizaron las pruebas
de determinacion de acido cianhidrico con un valor de 0.0432 mg de HCN, humedad
de 86.93 %, actividad de agua de 0.963, solidos solubles de 3.25 °Bx y pH de 5.47

Se obtuvo una formulacién de una biopelicula compuesta por extracto acuoso de
semilla de tamarindo, glicerol, carboxilmetilcelulosa, agua y aceite esencial de
menta (Mentha piperita), este Ultimo con el fin de aprovechar su actividad

antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de Mentha piperita se evalu6 contra
las bacterias E. coli, Shigella sp., Salmonella montevideo y el hongo Botrytis cinerea,

presentandose esta actividad en todas las bacterias y principalmente en el hongo.

La formulacion de la biopelicula se aplico en fresas frescas, las cuales se analizaron
microbiolégicamente (bacterias mesofilas aerobias, coliformes fecales, mohos y
levaduras, coliformes totales y Salmonella) junto con un control de fresas sin
biopelicula, durante su almacenamiento; obteniendo recuentos menores para las
fresas con biopelicula en comparacion con las fresas control, en el caso de
Salmonella, y coliformes fecales los resultados fueron negativos. La aplicacion de
la biopelicula increment6 la vida media de las fresas al doble en comparacion con

el control.
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1. ANTECEDENTES GENERALES

La alimentacion es un bien necesario para el ser humano, indispensable para
subsistir, sin embargo, la mayoria de alimentos naturales tienen una vida media
corta debido al deterioro natural que sufren, en el caso de las frutas todas son
susceptibles de ser alteradas con respecto al tiempo, debido a su manejo, a la
accion del clima y de microorganismos que las afectan, asi como a reacciones
enzimaticas propias, lo cual es una constante preocupacion para productores,

comerciantes y consumidores.

2.1. Fresa: Caracteristicas generales.

La fresa cuyo nombre cientifico es Fragaria vesca, F. viridis o F. moschata, se define
como una planta de la familia de las rosaceas, con tallos rastreros, nudosos y con
estolones, hojas pecioladas, vellosas, blanquecinas por el envés, divididas en tres
segmentos ovalados y con dientes gruesos en el margen; flores pedunculadas,
blancas o amarillentas, fruto casi redondo, algo apuntado, de un centimetro de largo,

rojo, suculento y fragante.

Los origenes de la fresa no estan bien definidos: algunas fuentes la consideran de
origen Europeo, particularmente en la zona alpinica, mientras que otros la
consideran de origen chileno, de donde un oficial francés, a principios del
setecientos, importd a Europa las plantas madre utilizadas como base para la
constitucion del hibrido Fragaria x ananassa, al cual pertenecen todas las
variedades de fresas difundidas actualmente. Historicamente la fresa ya estaba
presente sobre las mesas de la antigua Roma: Este fruto se consumia en las fiestas
en honor de Adonis, a la muerte del cual, como cuenta la leyenda, Venus lloré
copiosas lagrimas, que llegadas a la tierra se transformaron en pequefios corazones

rojos: las perfumadas fresas (Zipmec, 2013).



2.2 Importancia econdémica de la produccion de fresa en México.

En un principio la produccién se concretaba a cubrir las necesidades del mercado
nacional. Fue hasta 1950 cuando su importancia fue en aumento, debido a la
creciente demanda por parte de los Estados Unidos que veia mermada su

produccioén en la temporada invernal.

Fue asi como se presento la oportunidad de exportar, por lo que el cultivo de fresa
se extendid a once estados del pais, y la instalacion de congeladoras y
empacadoras crecio rapidamente en las diversas regiones freseras. Para finales de
los afios ochenta, se introdujeron al pais mejores variedades de fresa, que son las
gue actualmente se cultivan y comercializan tanto en el mercado nacional como en
el internacional, estas son la Festival, Sweet Charlie, Galexia, Camino Real, Albidn,
Camarosa, Aromas, Ventana y Diamante, variedades que han demostrado su
eficiencia en los plantios (México PRODUCE 2016).

Las fresas cultivadas en México cumplen con los mas altos y rigurosos estandares
de calidad y se caracterizan por su buen tamafo, color rojo profundo, delicioso

aroma y especialmente por su sabor.

La fresa mexicana aporta el 5.2 por ciento de la produccion mundial. En 2011, se
cosecharon 229 mil toneladas, sembradas en 7 mil hectareas, con estas cifras
México se ubica como el sexto productor mundial de fresa. Michoacan, Baja
California y Guanajuato son los estados que concentran la mayor parte de la
produccion. El periodo de cosecha de la fresa en México, varia de una entidad a
otra, asi tenemos que el estado de Baja California y Guanajuato, levantan su
cosecha a partir del mes de enero, Guanajuato concluye en julio y Baja California
en agosto. Michoacan y el Estado de México cosechan entre los meses de
noviembre a junio. Sin embargo, con el uso de nuevas tecnologias es posible

cosechar fresas practicamente todo el afio (México PRODUCE, 2016).

Algunas regiones productoras de fresa se han especializado en el mercado, ya sea
nacional o internacional, dependiendo de la tecnologia e infraestructura con que

cuentan. Por ejemplo, en las regiones productoras del Valle de Zamora y de Baja
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California, la mayor parte de su produccién esta destinada a la exportacion, mientras
que la regién de Irapuato y parte de Michoacén vende casi toda su produccion en el
mercado interno. Al respecto, se estima que cada habitante consume 610 gramos
de fresa al afio (México PRODUCE, 2016).

Actualmente el 52.21 % de la produccion nacional se destina al mercado externo,
por lo que la fresa es un producto exitoso en el comercio internacional. México es el
tercer proveedor de fresa fresca en el mercado internacional, con 14.83 % del valor
de las exportaciones mundiales. En particular las exportaciones mexicanas
representaron 87.79 % de las importaciones de Estados Unidos (Planeacion
Agricola Nacional 2017-2030 SAGARPA).

2.3 Deterioro de la fresa.

La fresa se deteriora rapidamente, lo que genera pérdidas del fruto cosechado,
dafios producidos principalmente por incidencias de enfermedades causadas por
hongos de diversos géneros, las que se traducen en pérdidas econdmicas. De
acuerdo a la SAGARPA dura de 2 a 3 dias después de haber sido cosechada. La
fresa muestra una baja eficiencia de poscosecha y debe ser utilizada, consumida o
procesada casi inmediatamente de que ha sido recolectada. Es asi que bajo
patrones muy buenos de almacenamiento dificilmente se logra mantenerse en
buenas condiciones durante 5 dias. El manejo (manipulacion, empaque, transporte,
y almacenamiento) del fruto desde la cosecha debe ser muy cuidadoso ya que
durante la etapa de comercializacion se pueden producir algunos dafios
importantes, entre ellos la reducciéon de la firmeza, dafio mecanico, pudriciones y
fermentaciones. Una de las enfermedades que ataca a la fresa es la pudricion del
fruto, la cual es producida por el hongo Botrytis cinerea, el cual aumenta su
incidencia con condiciones de humedad relativa alta. Las infecciones pueden causar
pudricion en flores. Al inicio la lesién aparece de color café tornandose gris por la
esporulacion; millones de esporas se producen en una sola fruta y pueden ser
arrastradas por el viento, las herramientas, el ser humano y el mismo material
vegetal (Avila, 2015).



Lo que ha forzado a los productores a buscar soluciones a este problema, siendo la
primera solucién la utilizacién de atmdésferas modificadas, el uso de empaques como
bolsas de polietileno de las cuales Avila y Gonzélez (2012) concluyen que es
recomendable su utilizacidon como empaque de conservacion de las caracteristicas
de las fresas almacenada a 20 °C, y que este empaque representa una alternativa
eficiente pues genera beneficios en costos en comparacién a otros empaques
comerciales; lo cual coincide con el estudio realizado por Campo et al., (2016).
También se ha utilizado actividad biocontroladora como es el uso de Trichoderma
harzianum y T. lignorum en el control de Botrytis (Merchan et al., 2014), algunos
intentos de solucionar estos problemas han sido el empleo de ondas de ultrasonido
y radiacion, con las cuales se ha observado de manera general una reduccion
significativa de la carga microbiana inicial presente, evidenciando que el tratamiento
empleando ondas de ultrasonido promueve una mayor eliminacién de bacterias,
principalmente coliformes (Duarte et al., 2016), otra alternativa es la aplicacién de

peliculas y recubrimientos comestibles.

2.4 Pelicula comestible
La aplicacién de peliculas o recubrimientos comestibles (biopeliculas) es una
tecnologia que estd ganando importancia para prolongar la conservacion de la

calidad en fresco de frutas y hortalizas.

Una pelicula comestible es una matriz preformada delgada que posteriormente sera
utilizada en forma de recubrimiento del alimento o estara ubicada entre los

componentes del mismo (Quintero et al., 2010).

Las biopeliculas se han propuesto como una estrategia para proteger la superficie
de los alimentos y ofrecer productos “casi frescos” o minimamente transformados,
las superficies de los frutos y hortalizas son las que tienen la mayor carga
microbiana en la mayoria de los alimentos, estan expuestas al medio ambiente v,
por tanto, son las mas susceptibles a cambios significativos, que luego, invaden el
interior del alimento. Es de destacar que tanto el uso de recubrimientos comestibles

como peliculas comestibles, puede agregar al alimento original, ingredientes que



mejoran su funcionalidad y calidad nutricional, asi como su aroma, sabor, textura,

entre otros atributos (Barbosa, 2012).

En los ultimos afios se ha producido un intenso trabajo en el desarrollo de
recubrimientos comestibles para extender la vida atil de frutas y verduras. La
habilidad de los recubrimientos de crear una atmoésfera modificada en el fruto
permite reducir la pérdida de peso y la respiracion, asi como la posibilidad de
incorporar aditivos como antioxidantes, agentes antimicrobianos y compuestos
bioactivos, lo que hace de esta tecnologia un instrumento de interés para la industria
alimentaria. Sin embargo, la naturaleza de las frutas y verduras, como tejidos vivos,
en muchas ocasiones hace dificil poder predecir el comportamiento de los distintos
recubrimientos en la calidad del producto recubierto. La efectividad de los distintos
recubrimientos dependera del tipo de fruto, del estado fisioldgico del fruto, de la
composicién del recubrimiento y de las condiciones de almacenamiento (Olivas y
Pérez, 2012).

Los materiales formadores de peliculas comestibles son principalmente proteinas,
lipidos, tanto de origen animal como vegetal, y polisacaridos, de origen vegetal
(Chiralt et al., 2012).

Polisacaridos

Los polisacéridos derivados de celulosa (metilcelulosa MC, hidroximetilcelulosa
HMC, hidroxipropil metilcelulosa HPMC y carboximetilcelulosa CMC), pectinas,
derivados de almidén, alginatos, carragenina, quitosano y gomas, son capaces de
constituir una matriz estructural, permitiendo obtener recubrimientos comestibles,
transparentes y homogéneos, sin embargo estan limitados por su solubilidad en

agua y poca barrera a la humedad y propiedades mecéanicas moderadas.
Lipidos

Los lipidos ofrecen una buena barrera a la humedad debido a su naturaleza
hidrofobica, lo que reduce la pérdida de agua en frutas recubiertas, ademas,

mejoran el brillo de los frutos, y los protegen contra la oxidacion.

Proteinas



Las proteinas forman recubrimientos con barreras mas débiles que los
polisacaridos al vapor de agua por su naturaleza hidrofilica, pero por otro lado,
desarrollan muy buenas propiedades de barrera al oxigeno, lo que ayuda a controlar
el intercambio de gases entre el fruto y el medio ambiente, asi como propiedades

mecanicas que son muy favorables para recubrir alimentos (Vazquez et al., 2013).

Existen estudios en los cuales se han realizado peliculas comestibles a base de
proteina utilizando subproductos industriales como el suero de leche, uno de ellos
es el desarrollado por Galietta et al., 2004, quienes estudiaron la vida util,
poscosecha de tomate (Lycopersicon esculentum L. Var. Coloso) aplicando una
pelicula comestible de proteina de suero de leche y monoestearato de glicerilo
acetilado, comparando con frutos sin recubrir, obteniendo mejores resultados para
los tomates recubiertos, ya que durante las cuatro semanas de almacenamiento, los
tomates recubiertos exhibieron menor pérdida de peso, menor desarrollo de color

rojo y menor pérdida de firmeza en comparacion con los no recubiertos.

2.5 Peliculas y recubrimientos comestibles con efecto antimicrobiano

Las biopeliculas pueden servir como vehiculos para un amplio rango de aditivos,
incluyendo compuestos antimicrobianos, con la finalidad de controlar el desarrollo
microbiano caracteristico. Entre los aditivos naturales estan los aceites esenciales.
Se tiene amplia evidencia que los aceites esenciales extraidos de diferentes plantas
presentan inhibicién contra hongos y bacterias (Ramos et al., 2010), Khalifa et al.,
(2016) realizaron un estudio incorporando extracto de aceite de oliva en peliculas
de quitosano, para mejorar la estabilidad en el almacenamiento de manzanay fresa,
demostrando que la incorporacién de este aceite incrementa la actividad antifangica

contra P. expansum y R. stolonifer.

Existen estudios recientes como el realizado por Ruiz (2018) quien desarrollé un
recubrimiento combinado de quitosano y aceites esenciales de C. aurantifolia “limén
sutil” y O. vulgare “Orégano” como tratamiento postcosecha contra infecciones
causadas por B. cinerea, en L. esculentum “tomate” obteniendo resultados

favorables ya que se inhibi6 el crecimiento micelial.



Castillo et al., (2018) desarrollaron un recubrimiento comestible a base de almidén,
con aceite esencial de orégano y proteina aislada, aplicado en papayas, el cual
también mostré buenos resultados retrasando el crecimiento del hongo Fusarium
solani, ademas de retardar el desarrollo del color amarillo y rojo en las papayas

frente al control.

Uribe (2019) realiz6 una cobertura comestible a base de Aloe vera, gelatina
adicionada con aceite esencial de canela, aplicada en arandanos, con la cual se
evidencio la accién antifungica de este antimicrobiano natural en los arandanos con

cobertura.

Dantas et al., (2015) evaluaron la eficacia de los recubrimientos compuestos por
quitosano, aceite esencial de Mentha piperita L. y Mentha villosa Huds aplicados en
tomate cherry, sus resultados mostraron que la aplicacion combinada de los aceites
esenciales exhibié fuertes efectos antifiungicos contra A. niger, B. cinerea, P.
expansum y R. stolonifer, con base en el crecimiento micelial radial y la inhibicién
de la germinacion de esporas y en el 2016 realizaron otro estudio aplicando el
mismo recubrimiento pero en uvas Isabella (Vitis labrusca L.) demostrando que los
recubrimientos retrasan el crecimiento de moho y reducen la incidencia de
infecciones causadas por los hongos A. niger, B. cinerea, P. expansum y R.
stolonifer en estas uvas durante el almacenamiento a temperatura ambiente y a

bajas temperaturas.

Tomando en cuenta la importancia de la utilizacién de los subproductos industriales
como una fuente de recubrimientos comestibles, en el presente proyecto se decidio
trabajar con un extracto acuoso de la semilla de tamarindo (Tamarindus indica) y
utilizar un extracto de Mentha piperita para elaborar una biopelicula comestible y

aplicarla sobre fresas frescas.



2.6 Tamarindus indica

El tamarindo es un arbol tropical perteneciente a la familia de las leguminosas. Es
originario del continente africano y fue introducido al continente americano por los
espafoles. Es un frutal altamente rustico, ya que puede prosperar en suelos pobres
0 marginados, con poco o nada de riego y cuidados minimos, con relacion a otros
frutales tropicales. Su fruto consiste en una vaina curvada de entre 12 a 15 cm,
constituido por una cascara de color café brillante y semillas ovaladas aplanadas,
unidas entre si por fibras. Esta constituido del 30 al 55 % por pulpa, la cascaray la
fibra ocupan del 11 al 30 % y las semillas, del 33 al 44 %. La cosecha, se realiza
cuando el fruto alcanza su madurez fisioldgica, es decir, se deshidrata, pierde peso
y adquiere un color gris pardo o marrén y un sonido hueco, cuando las semillas se
chocan entre si. Asimismo, la cascara del fruto se torna quebradiza cuando se

presiona ligeramente con los dedos.

El objetivo principal del cultivo del tamarindo es la obtencion de su pulpa, para su
uso en la elaboracion de dulces, jugos, jaleas, pulpas edulcoradas, refrescos

embotellados, helados y salsas (Tirado et al., 2014).

En dichos procesos, las semillas generalmente resultan ser un subproducto sin
utilidad y muchas veces desechado, presentando entonces una oportunidad para

su utilizacion.

2.7 Mentha piperita

Es una planta herbacea plurianual, rastica, de tallos cuadrados y rojizos, florece de
julio a septiembre, sus flores son de color lila 0 rosa. Suele ser estéril y generalmente
no produce semillas. Requiere mucha humedad y mucha luz, ademés que resiste
bien el frio (heladas de hasta -15 °C) pero no el viento, requiere suelos profundos,
fértiles, muy frescos y bien drenados. Se extiende con facilidad, por lo que es

recomendable podar regularmente los tallos para dar mas vigor a la planta.

Las hojas tiernas se pueden recoger a lo largo de todo el afio. Florece durante el

verano o durante el otofio. Después de secarla a la sombra, se guarda en algun



recipiente hermético, seco y limpio, resguardado de la luz solar (DHF Informaciones
2013).

Es una planta cultivada por sus excelentes y valiosas propiedades terapéuticas,
tomadas las hojas en infusion, como té o en grandes cantidades, estimula la

digestion, el sistema nervioso y el organismo en general.

Es util en los catarros, facilita la expectoracion, fortifica el estbmago, disuelve los
gases, tonifica el organismo, calma los nervios y las palpitaciones del corazon, alivia
el vomito y la nadusea, ayuda a la menstruacion y expulsa las lombrices en nifios
(Hoffman 2005).

Existen estudios en los que se ha evaluado la actividad antibacteriana del aceite de
menta y diferentes extractos de Mentha piperita contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC19615, Escherichia coli ATCC 25922
y Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (Singh et al., 2015), lo que da pauta a su uso
como un buen agente de conservacion al inhibir algunos patégenos transmitidos por

alimentos.



3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Debido a que la fresa sufre deterioro en un periodo de tiempo corto se han hecho
diversos experimentos para la realizacion de recubrimientos y biopeliculas
comestibles y de diversos componentes, Lépez et al., (2012) realizaron un
recubrimiento comestible a base de quitosano incorporando aceite esencial de
canela el cual se aplico en fresas, logrando prolongar la vida Gtil de la fresa hasta
por 15 dias, presentando una reduccioén de mesdfilos areobios, al igual que menor

crecimiento de hongos y levaduras durante su almacenamiento.

Romo et al., (2014) realizaron un recubrimiento comestible a base de quitosano
obtenido de Cherax quadricarinatus incluyendo en su formulacién &cido lactico,
agua desionizada y glicerol, aplicandolo como recubrimiento comestible en fresas,
obteniendo resultados en su vida util de hasta 20 dias manteniendo una buena

calidad sensorial.

Castillo et al., (2014) desarrollaron un empaque biodegradable comestible
consistente en una biopelicula de mucilago de nopal, aceite de linaza y goma
arabiga para mantener la integridad y asegurar la estabilidad de la pelicula, el cual
fue aplicado en la fresa con la finalidad de conservar las caracteristicas
organolépticas y prolongar su vida de anaquel obteniendo resultados positivos ya
gue se prolongo la vida de anaquel de las fresas hasta por 3 semanas contra un

control sin empaque, sin mostrar desarrollo de microrganismos en el alimento.

Ventura et al.,, (2018) realizaron un recubrimiento comestible de quitosano
adicionado con aceite esencial de canela y extracto acuoso de célices de Roselle
aplicados en fresas, evaluando el efecto antifingico sobre el crecimiento de
Colletotrichum fragariae llegando a la conclusién de que el recubrimiento es efectivo
para el control de C. fragariae, durante un almacenamiento de 13 dias como

tratamiento preventivo.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fresa se produce en México principalmente en los estados de: Baja California,
Guanajuato, Estado de México y Michoacan, también en Puebla se ha iniciado su

cultivo en la region de Grajales y en Tecamachalco.

La importacion de fresas de los Estados Unidos de Norteamérica proviene casi en
su totalidad de México (98 %), generando una derrama econémica de mas de seis

mil millones de dolares, aunque también se exportan a Canada.

El consumo a nivel nacional ha aumentado debido a que los habitos de alimentacion
de las personas han cambiado y son cada vez mas exigentes, lo que se atribuye al
reconocimiento del papel que pueden tener los alimentos que pueden actuar como
agentes nutritivos y como agentes protectores de la salud y a que se han divulgado
las propiedades de las fresas como: nutritivas, refrescantes, diuréticas, antigotosas,
y por su benéfica accion depurativa sobre la sangre, también por la comercializacion
de yogures y barras de cereales, asi como el aumento en el consumo doméstico;
pero su comercializacion se dificulta, debido a su rapido deterioro, que es de dos a
tres dias después de haber sido cosechada, bajo patrones muy buenos de manejo
y almacenamiento, dificilmente logra mantenerse en buenas condiciones durante
cinco dias, lo que ha propiciado que se desarrollen biopeliculas que aumenten el

tiempo de conservacion de la fresa fresca.
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5. JUSTIFICACION

El presente proyecto de investigacion se origina por la importancia que tiene la
comercializacion de la fresa y por el rapido deterioro de las mismas.

Mas del 50 % de la produccién nacional de nuestro pais se destina al mercado

externo.

La fresa es un producto altamente perecedero, de acuerdo a la SAGARPA, en
condiciones normales, dura de 2 a 3 dias después de haber sido cosechada; hasta
un 23 por ciento se pierde debido a deterioros microbiolégicos y fisiologicos, pérdida
de agua, dafio mecanico durante la cosecha, envasado y transporte, o a las
inadecuadas condiciones de traslado. Estas pérdidas ascienden a mas del 40 por
ciento en las regiones tropicales y subtropicales, a pesar de los multiples intentos

por extender el tiempo de vida media, sigue siendo un problema incrementarlo.

La biopelicula que se aplicé a las fresas frescas, fue un producto acorde con las
exigencias del mercado y sobre todo de los consumidores que prefieren productos
naturales, esto es una innovacién en lo que respecta a métodos de conservacion de
la fresa, se analizaron las ventajas de afiadir un compuesto antimicrobiano a las
fresas, al demostrar que la biopelicula con el aceite esencial de Mentha piperita es
efectiva contra el hongo Botrytis cinerea, que es uno de los agentes deteriorativos
principales de las fresas, ademas se utilizé para la elaboracion de la biopelicula un
producto de desecho industrial, la semilla de tamarindo. Los resultados esperados
sirvieron para apoyar a disminuir el deterioro de las fresas, de los cuales los

beneficiarios podrian ser los consumidores, los productores y los horticultores.
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6. HIPOTESIS

La biopelicula a base del extracto acuoso de semilla de tamarindo y aceite esencial
de Mentha piperita prolonga la vida media de la fresa fresca.

7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar una biopelicula comestible a base del extracto acuoso de la semilla de
tamarindo, adicionada con aceite esencial de Mentha piperita, para prolongar la vida

media de la fresa fresca.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Mentha
piperita contra Botrytis cinerea, E. coli, Shigella sp y Salmonella
montevideo.

e Obtener la formulacién de la biopelicula a base del extracto acuoso
de semilla de tamarindo, adicionada con aceite esencial de Mentha
piperita y aplicarla sobre fresas frescas

e Comparar la vida media de las fresas sin y con tratamiento de la

biopelicula comestible mediante parametros microbiologicos.
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 MATERIALES

La forma de obtener el extracto acuoso de semilla de tamarindo se llevd a cabo en

un trabajo previo por lo que en esta tesis no se detalla.

Se realizaron pruebas fisicoquimicas al extracto acuoso de la semilla de tamarindo
para su caracterizacion parcial y conocer si era candidato para formular la
biopelicula. También se hicieron los retos antimicrobianos para el aceite esencial de
la Mentha piperita, la menta se obtuvo del Jardin Etnobotanico Francisco Pelaez
Roldan Asociacion Civil (Certificacion SEMARNAT clave PUE-FLO-172-0405).

Para la formulacion de la biopelicula el material principal fueron las fresas,

carboxilmetil celulosa, glicerol y aceite esencial de menta.

Es importante destacar que todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado en 4
tiempos diferentes para garantizar la confiabilidad y la reproducibilidad de los
resultados aqui mostrados.

8.2 METODOS

En la Figura 1 se presenta la metodologia general de trabajo.
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Figura 1. Metodologia general.
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8.2.1 Pruebas de caracterizacion para el extracto acuoso de semilla de
tamarindo
Se obtuvo el extracto acuso a partir de la semilla de tamarindo, y se procedi6 a
hacer las pruebas necesarias para su caracterizacion tomando en cuenta que
es para uso alimenticio, por lo cual, se determin6é la presencia de acido
cianhidrico (HCN) ya que proviene de una semilla; se hizo la determinacion
cualitativa por el método de Gringnard y la cuantificacion por el método Denigés.
Otros parametros evaluados fueron:
Humedad
Actividad de agua
Solidos solubles
pH

8.2.1.1 Determinacién de la presencia de acido cianhidrico en el extracto

acuoso de semilla de tamarindo.

Se obtuvo el extracto acuoso de la semilla de tamarindo el mismo dia de la
realizacion de las pruebas siguientes:

En el método de Gringnard (método cualitativo) se utilizaron tiras de papel filtro
cortadas con las siguientes medidas 1 cm de ancho y 7 cm de largo, éstas se
humedecieron dentro de un matraz de 250 mL que contenia una solucién de &cido
picrico al 1 % y carbonato de sodio al 10 %, estas tiras se colocaron dentro de las
tapas de plastico de los viales de vidrio a modo de que no tuvieran contacto directo
con el extracto acuoso de semilla de tamarindo que se encontraba almacenada en
dichos frascos, se cerraron, y se dejaron reposar por un dia en un lugar oscuro hasta
observar un color que va de naranja a rojo obscuro. Posteriormente se realiz6 el
método Denigés (método cuantitativo). Se tomaron 10 mL del extracto acuoso de
semilla de tamarindo preparado anteriormente y se vaciaron en un matraz de 500
mL, se agregaron 10 mL de amoniaco concentrado y 1 mL de Kl al 10 %, enseguida
se titulé con solucion de nitrato de plata 0.01 N hasta que se observo turbidez
permanente y se realiz6 el célculo con la Formula 1 para conocer la cantidad de

acido cianhidrico que contenia el extracto acuoso de semilla de tamarindo.
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Férmula 1. (1mL de AgNO3) = 5.410*g HCN = 0.54 mg de HCN

8.2.1.2 Determinacion de humedad. Esta prueba se llevo a cabo aplicando una
modificacibon a la Norma Mexicana NMX-F-428-1982. ALIMENTOS.
DETERMINACION DE HUMEDAD (METODO RAPIDO DE LA TERMOBALANZA).
FOODS. DETERMINATION OF MOISTURE (THERMOBALANCE RAPID
METHOD). NORMAS MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE NORMAS, ya que
se empleé la termobalanza High-performance Moisture Analyzer (Witeg
Labortechnik GmbH), se pesaron 5 g de muestra en la misma termobalanza,
distribuyéndose cuidadosa y uniformemente en el platillo, se bajo la tapa de la
balanza. La termobalanza utilizada tiene una alarma que se activa en cuanto se
mantiene el peso constante durante 2 minutos y al terminar el andlisis (de 25 min)

se tomaron las lecturas.

8.2.1.3 Determinacion de actividad de agua. Esta prueba se realiz6 basandose
en el apartado 978.18 A.O.A.C, se utilizé el equipo Aqualab series 3 TE, se depositd

la muestra en la celda, la cual se coloco en el equipo y se esperaron las lecturas.

8.2.1.4 Determinacion de solidos solubles. La prueba se llevé a cabo basandose
en la Norma Mexicana NMX-F-103-1982. ALIMENTOS. FRUTAS Y DERIVADOS.
DETERMINACION DE GRADOS BRIX. FOODS. FRUITS AND DERIVATIVES.
DETERMINATION OF DEGREES BRIX. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION
GENERAL DE NORMAS. Se determinaron los sélidos solubles contenidos en el
extracto acuoso de semilla de tamarindo utilizando un refractometro Pocket ATAGO,
para el uso del equipo, primero se calibrg a cero, con agua destilada, se limpié con
un pafuelo desechable suave, en seguida se coloco la muestra, y se obtuvieron las

lecturas.
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8.2.1.5 Determinacién de pH. Esta prueba se llevé a cabo basandose en la Norma
Mexicana NMX-F-317-S-1978. DETERMINACION DE pH EN ALIMENTOS.
DETERMINATION OF pH IN FOODS. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION
GENERAL DE NORMAS. Se determiné el valor de pH del extracto acuoso de
semilla de tamarindo, utilizando un potenciometro PH-016 PH METER, la muestra
se depositd en un tubo conico de 50 mL marca Falcon, y se procedio a tomar las

lecturas.

8.2.2 Caracterizacion del extracto acuoso de semilla de tamarindo, y de la
biopelicula por Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier.

La caracterizacion del extracto acuoso de la semilla de tamarindo y de la biopelicula
se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR),
se colocO una porcion del extracto acuoso de la semilla de tamarindo usado de
forma directa en el pozo del espectro para que éste tomara la lectura
correspondiente de los grupos que se presentaban en el extracto, se realizé también

la observacion del agua para restar su interferencia.

8.2.3 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en disco por el
método de Kirby-Bauer

Las cepas de E. coli, Shigella sp. y Salmonella montevideo fueron activadas en agar
EMB o Salmonella-Shigella, para verificar su pureza, se seleccionaron 5 colonias
aisladas del mismo tipo y se transfirieron con asa a un tubo con 5 mL de caldo
Mueller Hinton (MH), los tubos se incubaron a 35 °C + 2 °C hasta alcanzar la turbidez
del estandar de 0.5 McFarland; 15 minutos después de ajustada la turbidez de la
suspension del inéculo, se sumergié un hisopo estéril en la suspension y para
remover el exceso de inoculo el hisopo fue rotado varias veces y presionado
firmemente contra la pared interna del tubo sobre el nivel de liquido. Se inoculd la
superficie de una placa de agar MH con el hisopo sobre toda la superficie. Este
procedimiento se repitié rayando cuatro veces, rotando la placa aproximadamente
60° cada vez para asegurar una distribucion constante del in6culo. La inoculacion

del hongo Botrytis cinerea se realizé tomando 2 mL de caldo MH los cuales se
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colocaron junto al hongo, después se raspo, de esa solucion se tomaron 100 pL los
cuales se colocaron en el centro de una placa con medio agar papa dextrosa y se
procedio a estriar.

Para determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Mentha piperita, se
colocaron discos de papel filtro impregnados con 20 pL del aceite esencial de
Mentha piperita y sus diluciones con agua estéril, 1:100, 1:1000, tomando como
control negativo agua estéril, posteriormente se incubaron por 24 horas a 37 °C para
las cepas de E. coli, Shigella sp. y Salmonella montevideo, el hongo se dejo a
temperatura ambiente 7 dias, posteriormente se observo si existia halo de inhibicion
del crecimiento y en caso necesario se midieron los diametros de los halos de

inhibicién utilizando una regla.

8.2.4 Elaboracién y aplicacion de la biopelicula

8.2.4.1 Elaboracién de la biopelicula. La biopelicula se preparé con base de los
siguientes ingredientes: carboxilmetilcelulosa, glicerol, aceite esencial de Mentha
piperita, agua y extracto acuoso de semilla de tamarindo (como se menciona en el
apartado de resultados), se evaluaron diferentes formulaciones variando las
concentraciones de los ingredientes antes mencionados; estos se mezclaron en un
vaso de precipitado de 250 mL, la mezcla se someti6é a bafio maria a temperaturas
entre 38 °C-40 °C hasta observar la completa homogenizacion de los componentes
y también proteger la integridad del extracto de semilla de tamarindo, se dejé enfriar
y se adicioné el aceite esencial de Mentha piperita,. A cada una de las formulaciones
se le determinaron los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos que se realizan

a los frutos cubiertos por biopeliculas.

8.2.4.2 Aplicacién de la biopelicula. Se eligieron fresas de tamafio mediano,
turgentes y de buen aspecto, se lavaron con agua de la llave para eliminar
contaminantes fisicos, este lavado se hizo tres veces para tener un fruto mas limpio.
Se desinfectaron las fresas lavadas en una solucion de desinfectante a base de

plata coloidal (Microdyn) en agua Gerber, segun las indicaciones referidas por el
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proveedor, se escurrieron y se les aplicé la biopelicula por el método de inmersion
para que se obtuviera una fresa totalmente cubierta por la biopelicula, después se
dej6 escurrir el exceso de biopelicula en escurridores de plastico; todos los
utensilios usados durante todo el proceso de aplicacion fueron sometidos a
desinfeccién por luz ultravioleta.

El proceso de aplicacion de la biopelicula comestible se llevdé a cabo en una
campana de flujo laminar tipo Il, las fresas se guardaron en contenedores de plastico

y se sometieron a refrigeracion, durante el periodo de vida media.

8.2.5 Pruebas microbioldgicas
Las pruebas microbioldgicas se llevaron a cabo durante un periodo de 15 dias para
las fresas con biopelicula y 7 dias para las fresas control, la diferencia en el tiempo

se debi6 al periodo de vida que presentaron.

8.2.5.1 Preparacion de la muestra

La preparacion de las muestras para la determinacion de bacterias mesoéfilas
aerobias, coliformes fecales, coliformes totales y mohos y levaduras, se llevaron a
cabo segun la NOM-110-SSA11994, se pesaron 10 g de la fresa, en 90 mL de
diluyente de peptona y se molieron por 2 min en un vaso de licuadora, y

posteriormente se prepararon diluciones decimales.

8.2.5.2 Determinacion de bacterias mesoéfilas aerobias segun la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-092-SSA1-1994.

Se inocularon 100 pL de las diluciones de las muestras preparadas en una caja
Petri, posteriormente se realizé el vertido en placa del medio de cultivo Agar Cuenta
Estandar en camaras de flujo laminar, se homogenizo perfectamente y se dejaron
solidificar, se incubaron las cajas en posicion invertida a temperatura de 35 = 2 °C
durante 48 h, y se llevé a cabo el recuento de colonias desarrolladas de BMA

(bacterias mesdfilas aerobias) realizado por triplicado en tres tiempos diferentes.
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8.2.5.3 Determinacién de coliformes fecales, segun la NORMA Oficial
Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiolégicos. Determinacion de  microorganismos indicadores.
Determinacion de microorganismos patdogenos. Apéndice H Normativo.

Las diluciones decimales se agitaron y se transfirieron volimenes de 1 mL a tres
tubos con 10 mL de caldo lauril triptosa, una vez inoculados se incubaron a 35 °C
+ 0.5 °C. Se examinaron los tubos a las 24 h y se observd si habia formacion de

gas. Como no existio formacion de gas se incubaron 24 h mas.

8.2.5.4 Determinacion de mohos y levaduras segun la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-111-SSA1-1994.

Se coloco por duplicado en cajas Petri 100 puL de las diluciones 1:10 y 1:100,
posteriormente se realizé el vertido de agar papa dextrosa acidificado fundido, con
movimientos circulares ligeros se homogeneizaron las placas de Petri, estas se
incubaron a temperatura ambiente, y se realiz6 el conteo (realizado por triplicado en
tres tiempos diferentes), de las colonias de cada placa después de 3, 4y 5 dias de

incubacion.

8.2.5.5 Determinacion de bacterias coliformes totales segun la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-113-SSA1-1994

Para la prueba de CT (coliformes totales) de las diluciones seleccionadas (1:10,
1:100, 1:1000) se tomaron 100 pL y se depositaron en una placa de Petri, se
adicionaron entre 15y 20 mL de agar bilis rojo violeta fundido, se homogeneiz6 y
se dejé solidificar, posteriormente se le colocé una sobrecapa para asegurar el
ambiente anaerobio, se incub6 de 24-48 h a 35 + 2 °C, y se hizo el recuento de las
colonias (realizado por triplicado en tres tiempos diferentes), pasado este tiempo de
incubacion, sélo se contaron las colonias caracteristicas que estaban por debajo de

la sobrecapa de medio.
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8.2.5.6 Determinacion de Salmonella segun la NORMA Oficial Mexicana NOM-
210-SSA1-2014, Productos y Servicios. Métodos de prueba microbioldgicos.
Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de
microorganismos patdégenos.

Se realiz6 haciendo una modificacion a la norma. Se extrajeron 25 g de muestra y
se agregaron 225 mL de caldo BHI enseguida se licué a maxima velocidad durante
1 minuto, para poder liberar los microorganismos de las particulas mas grandes de
las fresas, enseguida se incub6 a 37 °C por 24 h. Pasado este lapso de tiempo; se
tomd 1 mL de este cultivo y se paso en caldo Tetrationato que es un medio selectivo
para Salmonella y fue incubado a 37 °C durante 24 h. Después de la incubacion,
este cultivo se resembré en 4 agares diferentes para el aislamiento de Salmonella,
Verde Brillante, Sulfito de Bismuto, Salmonella-Shigella y Mac Conkey estos medios
fueron incubados a 37 °C durante 24 h. Las colonias sospechosas de ser Salmonella
se confirmaron mediante pruebas bioquimicas.

Para esto se tomaron colonias sospechosas de la placa agar sulfito de bismuto se
sembraron en medio TSI, LIA, MIO, Urea y citrato con asa bacteriologica recta.
Las pruebas confirmatorias que se llevaron cabo fueron:

Para la prueba de RM-VP primero se tom6 del medio TSI una colonia y se sembro
en cada uno de los tubos con medio de cultivo con ayuda de un asa bacteriolégica
recta, se incub6 a 35 °C por 48 h. Transcurrido el tiempo se afiadieron unas gotas
de rojo de metilo al 0.04 % en el medio RM y se observaron los resultados. Después
a la prueba VP se le afiadié 0.6 mL de alfa naftol al 5 % y 0.2 mL de hidroxido de

potasio al 40 %, se agitd vigorosamente el tubo y se observaron los resultados.

8.2.6 Analisis estadistico

Se llevo a cabo una matriz de correlacion utilizando el programa Excel 2013 para
establecer posibles relaciones entre el crecimiento de bacterias mesdfilas aerobias,
coliformes totales, y mohos y levaduras, presentes en las fresas control y en las
fresas con biopelicula, y una prueba t-student para determinar si existe diferencia
significativa entre los recuentos obtenidos de las fresas control y de las fresas con

biopelicula para cada grupo de microorganismos (bacterias mesofilicas aerobias,
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coliformes totales, hongos y levaduras), los analisis se realizaron utilizando el
programa estadistico Minitab a un nivel de significancia de 0.05 con un 95 % de
confiabilidad.
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9. RESULTADOS

9.1 Determinacion de la presencia de Acido cianhidrico en el extracto acuoso
de semilla de tamarindo.

Determinacion de acido cianhidrico Método Denigés

El valor del titulante gastado para la muestra de 10 mL de extracto acuoso de semilla
de tamarindo fue de 0.2 mL, este valor se sustituy6 en la Formula 1 para determinar
la cantidad de acido cianhidrico presente, este procedimiento se realizo6 para cada
una de las muestras de extracto acuso se semilla de tamarindo, los resultados se

muestran en la Tabla 1.

Formula 1. (1mL deAg NO3) = 5.4107*g HCN = 0.54 mg de HCN

Tabla 1. Determinacion de acido cianhidrico en la muestra de extracto acuso de
semilla de tamarindo.

Muestra de extracto acuoso de

semilla de tamarindo (mL) Acido cianhidrico (mg)

10 0.108
4 0.0432
0.000216

Finalmente se realizé el calculo por kg de biopelicula obteniendo un valor de 0.216

mg/kg.

9.2 Analisis fisicoquimicos del extracto acuoso de semilla de Tamarindo
La Tabla 2 muestra las medias aritméticas de los resultados de los analisis

fisicoquimicos del extracto acuoso de semilla de tamarindo.
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Tabla 2. Andlisis fisicoquimico del extracto acuoso de semilla de tamarindo.

Detirtr‘nrrllr;%calgn de Actividad de agua Soélidos solubles Determlngcmn de
S (Desviacion (Desviacion pH
(Desviacion . . (Desviacion
. estandar) estandar) .
estandar) estandar)
86.93 + 0.02 % 0.963 + 0.001 3.25 = 0.129 °Bx. 5.47 +0.017

9.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) del
extracto acuoso obtenido de la semilla de tamarindo

Los resultados obtenidos del espectro de absorcién FTIR son similares con los
reportados por Alpizar et al., 2017 (Figura 2), quienes realizaron un estudio de las
propiedades funcionales y caracteristicas fisicoquimicas del mucilago de semilla de
tamarindo (Tamarindus indica L.), obteniendo un espectro del mucilago de
tamarindo secado por pulverizacion, es por ello que se utilizé el espectro que dichos

autores obtuvieron como referencia para este trabajo.

En la Figura 3 se muestra el espectro de absorcion FTIR/ATR del extracto acuoso
obtenido de la semilla de tamarindo, en donde se observa la parte del xiloglicano, la

parte proteica y la parte lipidica.
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Figura 2. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier de mucilago de
tamarindo secado por pulverizacién. (Alpizar et al., 2017).
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Figura 3. Espectro de absorcion FTIR/ATR del extracto acuoso obtenido de la semilla de
tamarindo.

9.4 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de la
biopelicula
En la Figura 4 se muestra el espectro de absorcion FTIR/ATR obtenido de la

biopelicula seleccionada, en donde se observa un pico correspondiente al
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xiloglucano, una region de acidos grasos que corresponde al glicerol, una fraccion

lipidica y la region de OH correspondiente al agua.
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Figura 4. Espectro de absorcién FTIR/ATR obtenido de la biopelicula.

9.5 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusién en disco por el
método de Kirby-Bauer

La Tabla 3 muestra las medias aritméticas del diametro de los halos de inhibicion y
la desviacién estandar, con el aceite esencial de Mentha piperita sin diluir, sus
diluciones y el control (agua estéril) frente a las cepas de E. coli, Shigella sp.,
Salmonella montevideo y Botrytis cinérea, observandose la mayor actividad ante
Botrytis cinerea, (Figura 5), aunque el aceite sin diluir tuvo actividad ante las cuatro

especies de microorganismos empleados.
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Tabla 3. Diametro de halos de inhibicién con el aceite esencial de Mentha piperita
sin diluir y a diferentes diluciones.

Halos de inhibicion del crecimiento del aceite esencial de Mentha

Cepa piperita (cm * desviacién estandar)
Directo 1:100 1:1000 Agua estéril
Salmonella
) 1.7 (x0.1) 0.9 (x0.1) 0 0
montevideo
Shigella sp. 1.6 (+0.1) 0 0 0
E. coli 1.4 (+0.1) 0 0 0
Botrytis
_ 4 (+0.1) 1.2 (¥0.1) 0 0
cinerea

Figura 5. Didmetro de halos de inhibicién con el aceite esencial de Mentha piperita sin
diluir (disco 0 y disco 1) y agua estéril (disco 2 y disco 3) contra Botrytis cinerea (Fuente:
Autoria propia).
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Tabla 4. Composicién de las formulaciones para la elaboracion de biopeliculas
comestibles.

Glicerol AEMP

Formulacion EAST (g) CMC (g) Agua (mL)
9) (ML)
1 4 1 8 30 186.973
2 4 1 16 30 178.973
3 4 2 8 30 185.973
MIFAC 4 2 16 30 177.973
Control 0 0 0 0 0

Nota: EAST Extracto acuoso de semilla de tamarindo
CMC Carboxilmetilcelulosa

AEMP Aceite esencial de Mentha piperita

El estudio indicd6 que segun las caracteristicas fisicoquimicas como firmeza y
actividad de agua (datos no mostrados), y a que se presentd un mejor aspecto visual
la mejor formulacién fue la MIFAC (Figura 6), ya que mantenia a las fresas con las
mejores caracteristicas aceptables a comparacion de las otras formulaciones.

Las Figuras 7 y 8 muestran las fresas a las cuales se les aplico la biopelicula y las

fresas control (sin biopelicula).
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Figura 6. Biopelicula, formulacion MIFAC (Fuente: Autoria propia).

Figura 7. Fresa con biopelicula (lado izquierdo), y fresa control (lado derecho) (Fuente:
Autoria propia).
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Figura 8. Fresas con biopelicula (lado izquierdo), y fresas control (lado derecho) en el dia
1 (Fuente: Autoria propia).

9.6 Calidad microbiologica de las fresas usando la norma oficial mexicana
NOM-093-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. PRACTICAS DE HIGIENE Y
SANIDAD EN LA PREPARACION DE ALIMENTOS QUE SE OFRECEN EN
ESTABLECIMIENTOS FIJOS.

La Norma 093 es la que se aplico para el control de calidad microbiolégico de las
fresas, tanto las que sirvieron de control, como las que fueron tratadas con
biopelicula, ya que no existe norma especifica para fresas, esta norma refiere en el
APENDICE INFORMATIVO B, la determinacion de bacterias mesofilicas aerobias,
con un valor limite de 150,000 UFC/qg, y la determinacién de organismos coliformes

fecales, con un valor limite de 100 UFC/g.

La determinacion de bacterias mesofilas aerobias se llevé a cabo segiin la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-092-SSA1-1994, la Figura 9 muestra las medias
aritméticas y las desviaciones estandar, obtenidas para los recuentos de bacterias
mesofilicas aerobias en las fresas control durante los dias 0, 3y 7, no se muestran
mas dias debido a que presentaron deterioro después de los siete dias, mientras
gue las fresas con tratamiento permanecieron en buen estado hasta el dia 15, ya
gue hasta este dia aun tenian un aspecto fisico aceptable. Se observé a través de
los dias un incremento mayor de colonias en las fresas control, presentando un valor

inicial de 9 UFC/mL y aumentando rapidamente hacia el dia siete observandose un
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valor de 162.5 UFC/mL, a diferencia de las fresas con biopelicula en las que se logro
un menor incremento bacteriano incluso hasta el dia 15, en el que se recuperd un
promedio de 80 UFC/mL, se observo una diferencia significativa en la disminucion
del recuento de BMA de las fresas tratadas con la biopelicula con respecto a las que
no tenian tratamiento y un incremento en la vida media de las fresas tratadas a un

valor de “p”"< 0.001, usando la prueba de t-student.

La Figura 10 muestra el crecimiento de BMA en placas de agar cuenta estandar, al
dia siete de almacenamiento, para la muestra de fresas con biopelicula (izquierda)

y fresas control (derecha).
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Figura 9. Comportamiento de las BMA en las fresas control y fresas con biopelicula
comestible aplicada, se observé una diferencia significativa a un valor de “p”’< 0.001,
usando la prueba de t-student
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Figura 10. Crecimiento de BMA para las muestras de fresas con biopelicula (izquierda),
control (derecha) (Fuente: Autoria propia).

9.7 Cuantificacion de los organismos coliformes fecales

La cuantificacion de los organismos coliformes fecales se llevo a cabo tomando
como base la norma oficial mexicana NOM-210-SSA1-2014, especificamente el
Apéndice H normativo que es por Numero mas Probable. Los tubos utilizados en
los diferentes tiempos de muestreo, tanto para las fresas control, como para las
fresas tratadas con la biopelicula fueron negativos a las diferentes diluciones por lo

que el resultado obtenido para todos los tiempos es <3 NMP/g (datos no mostrados).

9.8 Otros microorganismos indicadores de calidad microbioldgicos utilizados:
Mohos y Levaduras, Coliformes totales y Salmonella spp.

La determinacion de mohos y levaduras se llevé a cabo segin la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-111-SSA1-1994. El comportamiento en el recuento de mohos y
levaduras fue similar al de las BMA, ya que el grupo de fresas control mostré un
rapido incremento iniciando en el dia 0 con 990 UFC/mL y para el dia 7, 10750
UFC/mL que contribuyeron al deterioro de las fresas a partir de este dia; en cambio
se observo un incremento paulatino de UFC en las fresas tratadas con la biopelicula,
mostrando recuentos mas bajos aun en el dia 15, con un valor de 10750 UFC/mL
(Figura 11), se observo diferencia significativa en la disminucion del recuento de

Mohos y levaduras de las fresas tratadas con la biopelicula con respecto a las que
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no tenian tratamiento y un incremento en la vida media de las fresas tratadas a un
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Figura 11. Comportamiento de los Mohos y levaduras en las fresas control y fresas con

biopelicula comestible aplicada. Se observo diferencia significativa a un valor de “p’<
0.001, usando la prueba de t-student

La Figura 12 muestra las fresas control (lado izquierdo) y las fresas con biopelicula
(lado derecho) para el dia 8 de almacenamiento, se observé que las fresas control
ya tenian presencia de hongos, mientras que las fresas con biopelicula aun

conservaban un buen aspecto.
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Figura 12. Fresas control (lado izquierdo) y fresas con biopelicula (lado derecho), para el
dia 8 de almacenamiento (Fuente: Autoria propia).

La cuantificacion de las bacterias coliformes totales se realiz6 tomando como base
la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-113-SSA1-1994. El incremento en el
recuento de coliformes totales en las fresas control fue muy rapido del dia 3 al dia
7, ya que fue de 9 a 105 UFC/g como se muestra en la Figura 13, en cambio se
observé un incremento paulatino de UFC en las fresas tratadas con la biopelicula,
en las que se logré un menor desarrollo de coliformes totales, observandose un
valor maximo de 62.5 UFC/g hasta el dia 15, observandose una diferencia
significativa en la disminucién del recuento de Coliformes totales de las fresas
tratadas con la biopelicula con respecto a las que no tenian tratamiento y un
incremento en la vida media de las fresas tratadas a un valor de “p”’< 0.001, usando
la prueba de t-student

La Figura 14 muestra el crecimiento de CT en placas de agar rojo violeta bilis,
tomadas el dia siete de almacenamiento, para la muestra de fresas con biopelicula

y sin biopelicula (control).
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Figura 13. Comportamiento de los coliformes totales en las fresas control y fresas
con biopelicula comestible aplicada. Se observé una diferencia significativa a un

valor de “p”"< 0.001, usando la prueba de t-student

Figura 14. Crecimiento de coliformes totales para las muestras de fresas con
biopelicula (izquierda), control (derecha) (Fuente: Autoria propia).

La determinacién de Salmonella se consider6 un indicador importante, dado que las
fresas son de consumo directo, se realiz6 tomando en cuenta la norma oficial
mexicana NOM-210-SSA1-2014, apéndice A normativo, y como no existia un inciso
especifico para fresas se tomé el apartado A.6.2.23. Tanto en las fresas control
como en las fresas tratadas con la biopelicula no se aisl6 a Salmonella.

36



9.9 Analisis estadistico de resultados

Con el fin de establecer posibles relaciones entre el crecimiento de bacterias
mesofilas aerobias, coliformes totales, y mohos y levaduras, presentes en las
muestras evaluadas, se efectué una matriz de correlacion, utilizando el programa
Excel, los valores se observan en la Tabla 5, la cual muestra una correlacion positiva
entre las BMA y CT esto quiere decir que cuanto mayor sea la cantidad de colonias
de CT mayor sera el numero de colonias de BMA, esto debido a que las bacterias
mesofilas aerobias incluyen a los coliformes totales, también muestra una
correlacion negativa entre BMA y HyL, y una correlacion negativa entre CT y HyL,
la correlacion negativa entre bacterias y mohos puede deberse a factores
fisicoquimicos como la actividad de agua.

Tabla 5. Matriz de correlacion fresas control, fresas con biopelicula.

BMA CT HyL
BMA 1
CT 1 1
HyL -1 -1 1

Ademas de la diferencia significativa entre los recuentos obtenidos de las fresas
control y de las fresas cubiertas con la biopelicula para cada grupo de
microorganismos (detallado en cada uno de los grupos de microorganismos),
obtenida al tratar los resultados experimentales con la prueba de t de student para
muestras independientes a un nivel de significancia a= 0.05. Los resultados
obtenidos mostraron que si existe diferencia significativa entre los datos obtenidos
para las fresas control y los de las fresas cubiertas con biopelicula con 95 % de
confiabilidad, lo cual corresponde a que la biopelicula influye negativamente en el
crecimiento de los microorganismos evaluados; las fresas con biopelicula

presentaron menor carga microbiana durante su almacenamiento.
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10. DISCUSION

Debido a que no existen normas en las que se sefale el limite maximo permitido de
acido cianhidrico para las semillas de tamarindo se tomé como referencia el
ACUERDO POR EL QUE SE DETERMINAN LOS ADITIVOS Y COADYUVANTES
EN ALIMENTOS, BEBIDAS Y SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS, SU USO Y
DISPOSICIONES SANITARIAS, publicado en el Diario Oficial de La Federacion el
Lunes 16 de Julio de 2012, el cual sefiala que el limite maximo permitido es de 50
mg/kg en turrdn, nougat, mazapan y productos similares elaborados con semillas
(Diario Oficial de la Federacion, 2012).

Los resultados obtenidos en este estudio para la determinacién de acido cianhidrico
fueron de 0.216 mg/kg, encontrandose dentro del limite maximo permisible de
acuerdo a la referencia anterior, lo que muestra que el extracto acuoso de semilla

de tamarindo es apto para el consumo humano.

El espectro de absorcién FTIR-ATR obtenido para el extracto acuoso de semilla de
tamarindo mostro sefiales a 3331 y 2932 cm que corresponden al enlace =C-O y -
C=0 respectivamente, y forman parte de la fraccion lipidica. La Fraccidn proteica se
observa con las sefiales pertenecientes a las amidas | y Il. La sefial a 1615
corresponde a la amida | y al grupo C=0, por otra parte, la amida Il se encuentra a
1527 cm? y estd asociada al grupo N-H. La sefial a 1284 corresponde al
estiramiento C-O y asi mismo la sefial a 1058 estéa en la region de los estiramientos
C-C, C-N, C-0O, los cuales pueden ser atribuidos al xiloglucano, ya que picos en
1370, 1150, 1037, 1071, 944 y 987 cm* son caracteristicas del xiloglucano (Alpizar
etal., 2017). Los valores de las sefiales obtenidas para el extracto acuoso de semilla
de tamarindo son similares a las obtenidas por Alpizar et al., (2017) quienes
obtuvieron un espectro del mucilago obtenido de la semilla de tamarindo,
obteniendo sefiales en 310 cm™ atribuidos al enlace =C-O correspondientes a la
fraccion lipidica, una sefial a 1610 cm™ la cual menciona que corresponde a la

amida |, también muestran una sefial en 1525 cm™ la cual corresponde a la amida
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Il asociada al grupo N-H. La sefial a 1415 cm™ obtenida para el extracto acuoso de

semilla de tamarindo se puede asociar a grupos carboxilo (Saeid et al., 2017).

Para el espectro de absorcion FTIR-ATR de la biopelicula, la sefial a 1030 cm™ esta
en la region de los estiramientos C-C, C-N, C-O que puede ser atribuida al
xiloglucano (Alpizar et al., 2017). La sefial a 1319 cm?, 1417 cm™ se puede asociar
a grupos carboxilo, mientras que la sefial a 1596 cm™? puede estar asociada a
grupos carbonilo, estos resultado son similares a los obtenidos por Saeid et al.,
(2017) quienes realizaron un FTIR de carboxilmetilcelulosa, y obtuvieron sefiales a
1400-1450 cm™ asociandolas a grupos carboxilos, y una a 1600 cm asociandola
a grupos carbonilo. La fraccién lipidica del mucilago asociada a 2931 y 2880 cm™
corresponden al enlace =C-O y -C=0 respectivamente (Alpizar et al., 2017). Sin
embargo la sefal de 3286 cm-1 es mas comunmente asociada a grupos OH
vibrando principalmente por la presencia de agua en la muestra, estos valores se
aproximan a los obtenidos por Chawananorasest et al., (2016), quienes realizaron
un extracto etanodlico de la semilla de tamarindo obteniendo sefales en 3351.95,
3355.85y 3357.46 cm ™ asociandolos también a grupos OH .El pico correspondiente
a la amida primaria probablemente de los grupos amino de las cadenas laterales de
los aminoacidos de las proteinas se reduce en intensidad con respecto al del
extracto acuoso de las semillas, lo que podria estar sugiriendo una modificaciéon

estructural en la biopelicula.

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de la Mentha
piperita dio resultados favorables ya que se obtuvieron halos de inhibicién para las
cuatro especies de microorganismos empleados, este efecto concuerda con el
obtenido por Mahboub y Kazempour (2014), quienes realizaron un ensayo de
microdilucion en caldo obteniendo efecto bactericida contra microorganismos como
Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae y Escherichia coli. En los resultados
obtenidos en este trabajo se observa una mayor actividad ante el hongo Botrytis
cinerea, lo cual es importante debido a que una de las enfermedades que ataca a
la fresa es la Pudricion del fruto, la cual es producida por el hongo Botrytis cinerea

(Camara de Comercio de Bogota 2015) y es por esta razdn que se decidi6 utilizar
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el aceite esencial de Mentha piperita como componente de la biopelicula.

Estudios previos han aplicado quitosano para el recubrimiento de fresas como
Khalifa et al., (2016), pero no se ha reportado el uso de biopeliculas comestibles en
donde se use extracto acuoso de semilla de tamarindo, por lo que éste es un estudio

exploratorio y descriptivo.

La seguridad microbiana es uno de los factores mas importantes a considerar para
la conservacion de alimentos minimamente procesados (Duran et al., 2016).
Se observo que a través de los dias existié para las BMA, un incremento mayor de
colonias en las fresas control, aumentando rapidamente hacia el dia siete, a
diferencia de las fresas con biopelicula en las que se logré un menor incremento
bacteriano incluso hasta el dia 15, este comportamiento se puede atribuir a la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de Mentha piperita, la cual ha sido
reportada en un estudio realizado por Mahboub y Kazempour (2014), en el que
dicha actividad se evalué frente a bacterias, mohos y levaduras mediante un ensayo
de microdilucion en caldo, sus resultados mostraron actividad antimicrobiana para
bacterias Gram positivas, Gram negativas, mohos y levaduras, también puede
deberse a una disminucién en la permeabilidad al oxigeno ambiental debido a la
biopelicula, ya que una propiedad de las biopeliculas es que presentan

permeabilidad a los gases (Vazquez et al., 2013).

El recuento en nuestro producto es inferior a los reportados por Duran et al., (2016)
quienes desarrollaron recubrimientos de quitosano con nisina, aplicados en fresas,
reportando valores de 23900 UFC/g el dia 1 y aumentando a 36900 UFC/g para el
dia 10, aunque se nota la misma tendencia de incremento de colonias durante el

almacenamiento.

La calidad microbiana de las fresas en México se puede referir a la NOM-093-SSA1-
1994, BIENES Y SERVICIOS. PRACTICAS DE HIGIENE Y SANIDAD EN LA
PREPARACION DE ALIMENTOS QUE SE OFRECEN EN ESTABLECIMIENTOS
FIJOS en donde se establece un valor limite de 150,000 UFC/g de BMA, y un valor
limite de 100 UFC/g de organismos coliformes fecales, en la presente investigacion
los valores de BMA se encuentran dentro de lo establecido, y no se recuperaron
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coliformes fecales durante el almacenamiento, lo que indica que el producto es apto
para su consumo, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Pérez et al.,
(2016) quienes aplicaron un recubrimiento comestible de aloe vera en mangos
donde sefalan que sus resultados obtenidos para coliformes totales, coliformes

fecales y Salmonella no sobrepasaron los limites establecidos.

El grupo de fresas control mostrd un rapido incremento de mohos y levaduras, hacia
el dia 7, lo que contribuyd a su deterioro, posiblemente debido a que los hongos
aumentan su incidencia con condiciones de humedad relativa alta, que fue uno de
los datos que se incremento en las fresas no tratadas con el paso del tiempo (datos
no mostrados), tal como lo reporta Avila (2015); en cambio se observd un
incremento paulatino de UFC en las fresas tratadas con la biopelicula, mostrando
recuentos mas bajos aun en el dia 15, lo cual se puede atribuir a la actividad
antifangica del extracto de Mentha piperita mencionado por Mahboub y Kazempour
(2014) y comprobado también por los experimentos realizados y también puede
deberse a que el glicerol en la biopelicula reduce la transpiracion, la deshidratacion
como lo menciona De Ancos et al.,( 2015), retardando el aumento de la humedad

relativa en las fresas con biopelicula.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Shahbazi (2018), quien
desarroll6 un recubrimiento comestible de carboxilmetilcelulosa y quitosano,
adicionando aceite esencial de Mentha spicata aplicado en fresas, ya que a lo largo
del almacenamiento también obtuvo un incremento de colonias en sus muestras,
pero al igual que en este estudio sus recuentos para las fresas con recubrimiento

son menores en comparacion con su control, realizando el recuento hasta el dia 12.

El incremento en el recuento de coliformes totales en las fresas control fue muy
rapido del dia 3 al dia 7, en cambio se observo un incremento paulatino de UFC en
las fresas tratadas con la biopelicula, en las que se logré un menor desarrollo de
coliformes totales hasta el dia 15, pero permanece dentro de la normatividad lo que
se puede atribuir a la actividad antimicrobiana del extracto de Mentha piperita la cual
ha sido reportada en estudios realizados por Mahboub y Kazempour (2014) para

bacterias Gram negativas y otros microorganismos.
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Este incremento de colonias concuerda con el obtenido por Copa (2017) quien
desarroll6 un recubrimiento a base de gelatina aplicando cloruro de calcio en fresas,
en el que menciona que se observd un incremento de las UFC de CT durante el

almacenamiento de las fresas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion podemos sefialar que
en las fresas recubiertas con la biopelicula a base de extracto acuoso de la semilla
del tamarindo se incrementa la vida media a comparacion de las fresas del control
negativo, de igual manera que disminuye el numero de microorganismos
indicadores debido a la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Mentha
piperita adicionado a la biopelicula, lo que conlleva al cumplimiento de los valores
aceptables establecidos segun la NOM-093-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
PRACTICAS DE HIGIENE Y SANIDAD EN LA PREPARACION DE ALIMENTOS
QUE SE OFRECEN EN ESTABLECIMIENTOS FIJOS, hasta el dia 15.
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11. CONCLUSIONES

Se logré obtener una biopelicula a base del extracto acuoso de semilla de
tamarindo, con caracteristicas idoneas, ya que la cantidad de acido
cianhidrico se encuentra dentro de los limites normativos.

La aplicacibn de esta biopelicula duplico la vida media de las
fresas en comparacion de las fresas a las que no se les aplico
la biopelicula.

El aceite esencial de Mentha piperita tuvo actividad antimicrobiana contra
Botrytis cinerea, E. coli, Shigella sp. y Salmonella montevideo, presentando
actividad principalmente en el hongo Botrytis cinerea.

La aplicacion de la biopelicula logré retardar el crecimiento microbiano y
contribuyé a incrementar la vida media de las fresas, evitando su rapido

deterioro.
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12. PERSPECTIVAS

Realizar un andlisis sensorial para comprobar la aceptabilidad de la fresa con

biopelicula.

Aplicar la biopelicula en otros frutos para comprobar si también tiene

funcionalidad.
Realizar un andlisis antimicrobiano del extracto acuoso de semilla de

tamarindo.
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