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RESUMEN

Los tratamientos térmicos de pasteurizacion y esterilizacion han sido aplicados con éxito a los
jugos de frutas para garantizar su calidad e inocuidad microbioldgica desde hace mucho tiempo,
sin embargo es bien sabido que sus caracteristicas fisicoquimicas, propiedades nutricionales y
atributos sensoriales pueden verse afectados por estos tratamientos. Por esta razon el interés en el
uso de tratamientos no térmicos solos o combinados con sustancias antimicrobianas naturales
para la conservacion de los jugos ha incrementado en los Gltimos afios. No obstante, la mayoria
de los trabajos reportados en la bibliografia sobre el efecto de sustancias antimicrobianas de
origen de plantas contra microorganismos patdgenos y deteriorativos han sido realizados “in
vitro”, siendo pocos los trabajos de investigacion realizados aplicando directamente estas
sustancias sobre jugos frescos. Brotes causados por Salmonella y E. coli O:157:H7 han estado
asociados con el consumo de frutas y jugos frescos de mango y naranja y otras frutas, la mayoria
de estos brotes estan relacionados a la presencia de estos patdgenos en la corteza de la fruta,
contaminada presumiblemente en el campo por fertilizantes aplicados inadecuadamente,
irrigacion con aguas contaminadas o a traves de trabajadores infectados, por lo tanto, estos
patdgenos pueden ser transferidos durante su procesamiento. Con la finalidad de contrarrestar el
crecimiento de microorganismos patdgenos efectivamente en jugos frescos, el objetivo principal
de este trabajo fue estudiar la actividad antimicrobiana de compuestos de origen de plantas como
Ginseng, Ginkgo biloba, Extracto de semillas y cascaras de uvas roja y Aloe vera por el método
de difusion de discos, sobre microorganismos patdégenos como Salmonella entérica serv.
Saintpoul y E. coli O:157:H7 “in vitro” y en jugos de naranja (Citrus sinensis L.) variedad

Valencia y mango (Mangifera indica L.) variedad Haden, determinandose actividad



antimicrobiano en todos los compuestos empleados, siendo el Ginseng el de mayor efectividad.
Este compuesto fue empleado en conjunto con un acido organico (malico) y una sal (sorbato de
postasio) mediante un disefio multinivel (2x2x2x2) en jugos de mango y naranja clarificados,
esterilizados, y almacenados durante 72 h a 5°C, dénde la combinacion de las maximas
concentraciones empleadas de acido malico (0,5%), sorbato de potasio (0,05%) y ginseng (2%),
mostré un sinergismo en la inactivacion de dichos patdgenos, reduciendo 2,77 + 0,00 unidades
logaritmicas de E. coli O157:H7 y un nivel de 6,23 £ 0,00 de S. Saintpaul en jugos de naranja, y
reduciendo un nivel de 6,68 £ 0,00 de E. coli y 6,44 £ 0,00 de S. Saintpaul en jugo de mango a las
72 horas de almacenamiento. Al emplear tales concentraciones durante el almacenamiento a 5°C
durante 21 dias en jugos de mango y naranja frescos se logré inactivar las poblaciones de S.
Saintpaul hasta niveles indetectables, lo cuales fueron encontradas a los 0 y 1 dia de
almacenamiento respectivamente. E. coli O157:H7 resultd ser mas resistente al tratamiento,
observandose una reduccion total de la poblacion a los 7 dias. EI empleo de ginseng 2%, &c.
malico 0,5% y sorbato de potasio 0,05% en jugos de naranja y mango almacenados por 21 dias a
5°C mostrd que los parametros fisicoquimicos como pH y acidez titulable se mantuvieron casi
constantes en el tiempo, debido a que el tratamiento con sustancias antimicrobianas retrasé el
proceso de senescencia del jugo e inhibio el crecimiento de la flora nativa. Los indices de color
aumentaron significativamente en lo jugos de frutas tratados con los antimicrobianos,

favoreciendo las caracteristicas como luminosidad, color amarillo y rojo principalmente.
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1. INTRODUCCION

El consumo de frutas y hortalizas frescas y sus jugos se ha incrementado a nivel mundial,
como consecuencia de una mayor promocién como parte de una dieta sana, baja en calorias, rica

en vitaminas y capaz de prevenir enfermedades cronicas no transmisibles.

La tendencia actual del consumidor estd orientada hacia el consumo de alimentos con
minimo procesamiento que mantengan sus caracteristicas lo mas semejante al producto natural,
pero que sean de buena calidad nutricional y sensorial, y que ademas contengan la menor

cantidad de aditivos o conservantes posible.

Los tratamientos térmicos tradicionales para la conservacion de jugos de frutas como la
pasteurizacion garantizan la inocuidad del producto y prolongan su vida util, pero afectan en gran
parte los atributos sensoriales del alimento, en vista de ello, las nuevas tendencias para cumplir
los criterios microbioldgicos se dirigen hacia la aplicacién de tratamientos no térmicos que

garanticen la seguridad y calidad del producto terminado.

Una de las opciones que se esta estudiando para la conservacion de frutas frescas cortadas
y jugos es el uso de sustancias antimicrobianas naturales solas o en combinacion con otros
tratamientos. No obstante, la mayoria de los trabajos reportados en la bibliografia sobre el efecto
de estas sustancias contra microorganismos patdogenos y deteriorativos han sido realizados “in
vitro”, siendo pocos los trabajos de investigacion realizados aplicando directamente estas

sustancias sobre frutas frescas y jugos (Raybaudi-Massilia y col. 2009 y D’ Amore, 2010).

13



Dentro de los beneficios que se pueden obtener con el uso de sustancias antimicrobianas
de origen de plantas como conservantes en jugos de frutas y hortalizas se pueden sefialar: la
reduccion del gasto energético al no aplicar tratamientos que consumen gran cantidad de energia,
como la pasteurizacion y la esterilizacion y los beneficios para la salud del consumidor que
pueden aportar las sustancias antimicrobianas que se apliquen, las cuales en su mayoria son
compuestos bioactivos extraidos de plantas que pueden tener actividades antioxidantes,

antiinflamatorias, anticancerigenas, etc.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la actividad antimicrobiana de compuestos de origen de plantas sobre microorganismos

patdégenos como Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 “in vitro” y en jugos de

frutas tropicales.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar la efectividad antimicrobiana “in vitro” de distintas concentraciones de
compuestos de origen de plantas contra poblaciones de Salmonella entérica serv.
Saintpaul y E. coli O157:H7 mediante el método de difusion de discos con papel de filtro.
Determinar mediante la aplicacién de un disefio factorial de maultiples niveles la
combinacidn ideal de un compuesto de origen de plantas mas un &cido organico (malico)
mas una sal (sorbato de potasio), para controlar o reducir las poblaciones de Salmonella
entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 inoculados en jugos de naranja y mango
(esterilizados) y almacenados a 5°C por 72h.

Estudiar el comportamiento durante 21 dias de almacenamiento a 5°C de los mismos
patogenos inoculados en jugos de naranja y mango frescos tratados con la combinacion de
sustancias antimicrobianas que haya resultado més efectiva.

Evaluar el efecto de la combinacion de sustancias antimicrobianas que haya resultado mas

efectiva para controlar o reducir los niveles de microorganismos patdgenos, sobre la

15



microflora natural (aerobios mesofilos, psicréfilos, mohos y levaduras) de jugos de
naranja y mango frescos almacenando por 21 dias a 5 °C.

Evaluar los pardmetros fisicos y quimicos de jugos de naranja y mango tratados y no
tratados con la combinacion de sustancias antimicrobianas que haya resultado mas
efectiva para controlar o reducir los niveles de microorganismos patégenos durante 21
dias de almacenamiento a 5°C.

Realizar una prueba de evaluacion sensorial afectiva de aceptacion a jugos de naranja y
mango tratados y no tratados con la combinacion de compuestos que haya resultado mas
efectiva para reducir los niveles de microorganismos patégenos y controlar la microflora

nativa de estos productos.

16



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de las frutas.

Las frutas son definidas por el Codigo Alimentario Espafiol (CAE) como fruto,
inflorescencia, semilla o partes carnosas de organos florales que hayan alcanzado un grado
adecuado de madurez y sean adecuadas al consumo humano. Estas a su vez se clasifican segln su
naturaleza (carnosas, secas y oleaginosas), su estado (frescas, desecadas, deshidratadas y
congeladas), su calidad comercial (segin reglamentacién correspondiente) y segun su zona

geogréfica de origen (zona templada, subtropical y tropical) (Aranceta y Pérez-Rodrigo, 2006).

La mayor parte de la produccion mundial de frutas y hortalizas se consume en forma
fresca, especialmente las hortalizas. ElI 30% de la fruta se procesa principalmente en forma de
jugo y vino. Ademas, en los paises desarrollados el consumo de frutas y hortalizas procesadas es
alrededor de la mitad del consumo total. Las principales frutas y hortalizas que mas se
comercializan globalmente son los citricos, platano, tomate, uvas y manzanas. Otras frutas
tropicales de extenso comercio mundial, son el melén, mango, papaya, aguacate y fresas (IICA,

1999).

Es oportuno recordar algunas propiedades nutricionales por las que el consumo de frutas y
hortalizas es ampliamente recomendado. Estos grupos alimentarios son fuentes de diversos
nutrientes indispensables para la vida humana. Las frutas carnosas aportan principalmente agua,
vitaminas, minerales y fibra. Estan formadas en un 80-90% por agua, y el contenido en proteinas,

lipidos e hidratos de carbono es bajo, salvo algunas excepciones, el aporte energético de las frutas
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no sobrepasa las 70kcal/100g, por lo que su consumo es Util en regimenes hipocaloricos

(Aranceta y Pérez-Rodrigo, 2006).

Por otra parte, las frutas y hortalizas ademas de ser fuente de micronutrientes, constituyen
una importante fuente alimentaria de fibra, lo cual las convierte en alimentos sumamente
beneficiosos para prevenir y tratar enfermedades metabolicas como la diabetes tipo 2, la obesidad

y la hipercolesterolemia, entre otras (Mahan y Escott, 2001).

Entre las frutas tropicales de amplio consumo se encuentran la naranja y el mango, las
cuales son excelentes fuentes de vitamina A (carotenoides), vitamina C, folato y potasio (en el
caso de la naranja). EI mango (Mangifera indica L), es un fruto drupaceo, reniforme hasta
globoso, de 6-12cm de largo, con el mesocarpio carnoso y comestible; de arbol mediano o alto,
de hojas alternas, subcoriaceas, lanceolado-elipticas, de apice subagudo y base aguda. Sus flores
se caracterizan por ser hermafroditas y masculinas mezcladas en la misma panicula, pétalos
imbricados de color amarillento, con anteras versatiles y ovario unilocular. Es una planta de Asia
Tropical, cultivada ampliamente en las regiones tropicales, en Venezuela se producen numerosas

variedades, principalmente en zonas célidas (Schnee, 1984).

Durante los meses de diciembre, enero y febrero, casi todos los cultivares florecen en
Venezuela, y sus frutos se cosechan a finales de abril, mayo, junio y a comienzos de julio,
dependiendo del cultivar y de las condiciones ambientales. La mayor parte de la produccion de
mangos se obtiene de huertos caseros, localizados a lo largo y ancho de todo el pais, y

propagados por semillas.
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La introduccion de variedades para su estudio y seleccién en el pais se inicia en 1952,

cuyos resultados han permitido las recomendaciones que satisfacen las necesidades del consumo

en la mesa y la industria. Las variedades que se han destacado por sus elevados rendimientos han

sido: “Keitt”, “Haden”, “Kent”, “Smith”, “Sensation” y “Zill”. Siendo la variedad “Haden” una

de las mas recomendadas por su produccion 6ptima y sus buenas caracteristicas organolépticas

(Avilany col., 1981).

En la tabla 1 se muestra la composicién proximal del mango, donde se puede observar que

se trata de una fruta con alto contenido de humedad, vitamina A, betacarotenos y acido ascérbico.

Tabla 1. Composicion fisica, quimica y proximal del mango (Mangifera indica L.).

Composicion Rango de valores
pH 39-472
Calorias 55¢.
Humedad 84,04g.
Proteina 0,6 g.
Grasa 0,1g.
Carbohidratos disponibles 12,8 g.
Carbohidratos Totales 14,8 g.
Fibra Dietética Total 2,0 0.
Fibra Dietética Insoluble 1,3¢.
Cenizas 0,5g.
Calcio 10 mg.
Fésforo 13 mg.
Hierro 0,2 mg.
Vitamina A 112 mg.
[3-caroteno 672 equi total
Tiamina 0,06 mg.
Riboflavina 0,06 mg.
Niacina 0,6 mg.
Vitamina B6 0
Acido Ascorbico 45 mg.

Fuente: Adaptada del INN, 1999.
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La naranja (Citrus Sinensis) se identifica segun dos variedades, la variedad valencia y la
variedad Earlies, la variedad valencia presenta la particularidad de poseer pocas semillas (o
ninguna) y abundante jugo, por lo que se recomienda su empleo para la preparacion de jugos.
Esta fruta también es denominada naranja china, sweet orange, Citrus sinensis L., probablemente
es oriunda de la China, Indochina u otras regiones del sudeste de Asia. Es la mas conocida y
popular entre las frutas citricas, se distingue por ser una baya de corteza suave, generalmente
fina, de menos de ¥4 de pulgada de espesor, de color anaranjado en su madurez, mayormente de 2
*_3" pulgadas de diametro con pulpa de color anaranjado dulce o a veces ligeramente agria, Sus
flores son blancas muy fragantes generalmente de 5 pétalos, hojas oblongas a elipticas u ovadas.
De arbol pequefio siempre verde, de copa redonda que alcanza de 20-30 pies de altura. Se cultiva

en regiones tropicales y subtropicales (Little y Marrero, 2001).

El naranjo dulce, Citrus sinensis Linn. Osbeek, constituye uno de los principales rubros de
la citricultura venezolana siendo la variedad Valencia la mas cultivada por su adaptacién a climas
muy variados, desde los tropicos hasta el subtropical frio. Su produccién se increment6 en los
ultimos afos debido al aumento en el mercado industrial y al consumo fresco (Avilan y Rengifo,
1987; Zambrano y col., 2001); ademas, el volumen de industrializacién ha permitido la aparicion
de una serie de industrias anexas que aprovechan los subproductos de las materias primas

(Zambrano y col., 2001).

La tabla 2 muestra la composicion proximal de la naranja, donde se observa que
igualmente es una fruta con alto contenido de humedad, betacarotenos y acido ascorbico, pero

con menor contenido de vitamina A.
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Tabla 2. Composicion fisica, quimica y proximal de la naranja (Citrus sinensis L.)

Composicion Rango de valores
Grados Brix 9
Sélidos en Suspension 20-40%
Acidez como &cido citrico 18-3,0%
pH 2,8 - 3.2
Calorias 350.
Humedad 90,1 g.
Proteinas 0,7 g.
Grasa 0,00.
Carbohidratos Totales 8,80
Cenizas 0,44g.
Calcio 65 mg.
Fosforo 21 mg.
Hierro 1,4 mg.
Vitamina A 7 mg.
[3-caroteno 42 equi total
Tiamina 0,08 mg.
Riboflavina 0,04 mg.
Niacina 0,4 mg.
Acido Ascorbico 45 mg.

Fuente: Adapatado del INN, 1999.

3.2 Aspectos nutricionales, de calidad e inocuidad de los jugos de frutas frescos.

Son numerosos los organismos, sociedades, gobiernos e industrias alimentarias que, a
escala mundial, promueven y recomiendan un consumo diario de frutas y verduras. A modo de
ejemplo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y Cinco al dia Venezuela promueven un
consumo minimo de 400g de frutas y hortalizas por dia, y un éptimo diario de cinco porciones de
frutas o verduras, con el fin de prevenir enfermedades crénicas, en particular las cardiopatias, el

cancer, la diabetes tipo 2 y la obesidad (OMS, 2003).
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Tradicionalmente, las frutas y hortalizas han sido consideradas como
microbiologicamente mas seguras que otros alimentos, tales como carne, leche, huevos, aves de
corral, pescados y mariscos. Sin embargo, durante la Gltima década, muchos brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos reportados para humanos han sido asociados con el
consumo de frutas contaminadas, vegetales y jugos de frutas no pasteurizados (Centers for
Disease Control and Prevention, 1997; Parish, 1997; Deroever, 1998; Food and Drug
Administration, 1998a; Corbo y col., 2005; Raybaudi-Massilia y col., 2009), posiblemente como
consecuencia de una aplicacion inadecuada de las buenas practicas de agricultura y manufactura
0 malas condiciones de almacenamiento. Especificamente algunos brotes de Salmonella (ser.
Saintpaul, Typhimurium, Newport, Muenchen, Enteritidis, entre otros) y E. coli O157:H7
asociados al consumo de jugos frescos de naranja y mango, asi como también con frutas frescas

cortadas han sido reportados (Raybaudi-Massilia y col., 2009).

Estas asociaciones de ETA’s posiblemente son un efecto del cambio que ha ocurrido en
los habitos alimenticios del consumidor quien ha incrementado la ingesta de este tipo de
productos como consecuencia de una mayor promocion del consumo de frutas y vegetales como
parte de una dieta sana (Corbo y col., 2000:2005; Pelayo, 2003; Hanf y Gonder, 2005; Rico y

col., 2007), ademas de ser bajas en calorias, ricas en micronutrientes, y de facil preparacion.

Venezuela, por sus condiciones geograficas, tiene un enorme potencial de produccion de
frutas, siendo actualmente importante, pero muy diseminada por todo el pais. Las limitantes mas
relevantes a considerar para incrementar el consumo fresco y/o el procesamiento de las frutas en

el pais, basicamente radican en la estacionalidad de la produccion y su caracter perecedero. Una
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forma parcial de remediar esta situacion es la de procesar localmente mediante métodos fisicos,
enzimaticos y/o combinados ese excedente que no se consume fresco en jugos (zumos), néctares

concentrados y pulpas, utilizada mayormente por las industrias procesadoras (FAO, 2004).

Segun La Norma COVENIN 1030 (1995) jugo es el producto liquido fermentable, pero
no fermentado, obtenido por procedimientos mecanicos y/o enzimaticos, a partir de las frutas y/o
vegetales maduros, sanos y limpios, con color, aroma y sabor tipicos de la fruta y/o vegetal del

que procede.

La calidad de los jugos de frutas frescos no sélo depende del valor nutricional, sino
también de sus propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas, las cuales se ven afectadas
durante las operaciones de procesamiento minimas de las frutas, alterandose su integridad fisica y
haciéndose mas perecederas que la materia prima original, disminuyendo su resistencia a la

contaminacion microbiana y afectando sus caracteristicas organolépticas (Corbo y col., 2006).

La seguridad alimentaria de los jugos citricos frescos sin pasteurizar se basa
principalmente en el proceso de sanitizacidn de la corteza de las frutas y el pH del jugo, el cual
suele encontrarse en el intervalo de 2,8 a 4,0 (Banwart, 1989; Pao y col., 1998), valores de pH
qgue impiden en gran parte la proliferacion bacteriana. No obstante, brotes causados por
Salmonella y E. coli O157:H7 han estado asociados con el consumo de frutas y jugos frescos de
mango, naranja y otras frutas (CDC, 2007; Raybaudi-Massilia, 2009), lo que significa que el
riesgo para el consumidor puede persistir. La mayoria de esos brotes han estado relacionados a la
presencia de estos patdgenos en la corteza de la fruta, contaminada presumiblemente en el campo

por fertilizantes aplicados inadecuadamente, irrigacién con aguas contaminadas o a través de
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trabajadores infectados (Harris y col., 2003). De este modo, Salmonella y E. coli O157:H7 han
sido transferidos a los tejidos comestibles y jugos cuando las frutas fueron cortadas durante su
procesamiento (Ukuku y Sapers, 2001), viéndose favorecida la supervivencia y posible
crecimiento de ambos microorganismos gracias a la disponibilidad de nutrientes en la pulpa de la
fruta. Esto demuestra como una higiene inadecuada en su procesamiento en combinacion con un
alto pH del jugo (3.09 a 4.03), podrian ser las causas de un brote por consumo de jugos de frutas

(Parish, 1996; Pao y col., 1998).

Son pocos los estudios de incidencia de microorganismos patogenos en frutas frescas
cortadas y jugos (Harris y col., 2003), no obstante, esto no significa que ellos no puedan crecer en
este tipo de productos, de hecho distintos brotes de enfermedades por consumo de frutas frescas
cortadas, jugos y sidra de manzana han sido reportados, ademas hay diferentes estudios de
supervivencia y crecimiento que demuestran que distintos tipos de patdégenos como Salmonella,
E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Campylobacter jejuni, etc han logrado sobrevivir y
hasta crecer en este tipo de alimentos (Raybaudi-Massilia y col., 2009). En Venezuela se han
realizado algunos trabajos de investigacion en jugos de frutas y pulpas como son el de Mosqueda
(2003) y Ojeda (2003) quienes evaluaron la incidencia de Salmonella en jugos de naranja y
pulpas de lechosa y guayaba sin pasteurizar, demostraron la ausencia del microorganismo. Sin
embargo, reportaron la presencia de coliformes fecales y E. coli en jugo de naranja y pulpa de
guayaba, indicando que las condiciones sanitarias bajo las cuales se elaboraron los jugos
pudieron haber sido la causa de su presencia en los productos, ya que esta flora es caracteristica
del tracto gastrointestinal de animales y humanos, lo que sugiere que una contaminacion de

origen fecal ocurrié en algin momento del procesamiento.
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Considerando la frecuencia de los brotes asociados con sidra de manzana y la severidad de la
enfermedad causada por tales sidras, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
concluyd recientemente que existe un alto riesgo de contraer enfermedades por consumo de
productos que no han sido procesados de manera adecuada para destruir microorganismos
patogenos, incluyendo E. coli O157:H7 y Salmonella Spp. Por lo tanto la FDA en 1998 publicé
algunas regulaciones exigiendo una advertencia en los empaques de los jugos no procesados,
indicando que ese producto no ha sido pasteurizado y por lo tanto puede contener bacterias que
pueden causar enfermedades severas en nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas (Food

and Drug Administration, 1998b ; Uljas y Ingham, 1999).

321 Caracteristicas principales de Salmonellay E. coli O157:H7.

3.2.1.1 Salmonella

a) Morfologia: bacilos de tamafio pequefio Gram-negativos. Generalmente son mdviles por
cilios peritrichos y no formadores de esporas. Las colonias tienen un didmetro de entre 2
a4 mm. (Jay, 2000).

b) Propiedades metabolicas: Son aerobios anaerobios facultativos. Crecen entre un rango
de temperatura de 7 a < 54°C; con un Optimo de 35 — 37 °C; con propiedades
psicrotroficas de crecimiento de 2 a 4°C. Crecen entre un rango de pH de 4,5a 9,5 con un
pH oOptimo de crecimiento 6,5 — 7,5; y con una actividad de agua (ay) minima de 0,93

(Doyle, Beuchat, y Montville, 1997).
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c)

d)

a)

b)

Resistencia: Algunas cepas pueden crecer bajo condiciones de refrigeracion. Igualmente
toleran condiciones de baja humedad relativa, debido a la presencia de proteinas que
actian como componentes protectores. Son facilmente destruidas por calor (a temperatura
de pasteurizacion de la leche) (Jay, 2000) y son muy sensibles a ciertos acidos como es el
caso del acético, propidnico y butirico (pH < 4). No toleran concentraciones salinas
moderadas (2 — 8% NaCl).

Actividad bioquimica: Son capaces de producir sulfuro de hidrégeno detectable en Agar
triple azucar hierro, Agar hierro lisina y ornitina. Reduce nitratos a nitritos. Son ureasa
negativa e indol negativo. No desaminan el aminoacido fenilalanina y triptéfano. Son
oxidasa negativo y fermentan glucosa con produccién de acido o &cido y gas. No

fermentan lactosa.

3.2.1.2 E.coli O157:H7

Morfologia: E. coli pertenece al grupo heterogéneo de la familia Enterobacteriaceae; se
caracteriza por ser una bacteria Gram negativa que forman colonias bien aisladas con 2 a
3 mm de diametros circulares y lisas con bordes definidos. Son motiles por flagelos
peritrichos y no son formadores de esporas.

Propiedades metabolicas: Es un microorganismo aerobio facultativo; su temperatura
Optima de crecimiento es de 37°C, incapaz de crecer adecuadamente a temperaturas de
44,5°C como lo pueden hacer el resto de las E. coli y produce B-glucuronidasa (enzima
que le permite hidrolizar compuestos fluorogénicos). Se caracteriza por ser acido-

tolerante, es decir, sobrevivir a pH <4 (Doyle, Beuchat, y Montville, 1997)
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¢) Actividad bioguimica: Fermenta una gran variedad de azlcares, tales como arabinosa,
manitol, glucosa, lactosa, ramnosa, maltosa y xilosa, formando acidos y gas a partir de
ellos. Produce indol a partir del triptéfano. No produce sulfuro de hidrégeno, no utiliza
citrato como Unica fuente de carbono y el microorganismo no crece en presencia de
KCN. Otras pruebas caracteristicas son las siguientes: reaccion rojo metilo es positiva.
La prueba VVoges-Proskauer es negativa, la ureasa y fenilalina deaminasa esta ausente y
es catalasa positiva (Jay, 1992).

d) Resistencia: Es relativamente resistente a las condiciones ambientales, permaneciendo
viva algun tiempo fuera del organismo, en especial en condiciones humedas y en aguas

contaminadas. Es destruida por el calor a 60 °C durante una hora (Jay, 1992).

3.3 Alternativas tecnoldgicas aplicadas a jugos de frutas frescos para prolongar su
vida util.

La conservacion constituye una faceta fundamental de la ciencia y tecnologia actual de los
alimentos y es sin duda el principal objetivo de dicha disciplina. Con ella se pretende alimentar a
grandes poblaciones durante todo el afio, con recursos alimenticios disponibles estacionalmente
en épocas de cosecha o produccién, permitiendo el almacenamiento de reservas esenciales para
garantizar la alimentacion de la humanidad en épocas de escasez y, por consiguiente, el
mantenimiento de nuestra civilizacion con todas las complejidades e interdependencias existentes

en ella (Barreiro y Sandoval, 2006).
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En la preservacion de alimentos intervienen uno o mas de los siguientes principios; la
prevencion o retraso del crecimiento microbiano, prevencion o retraso de la autodescomposicion
de los alimentos, y la prevencién de alteraciones ocasionadas por insectos, animales superiores o

por factores fisicos (Planella-Villagra, 1983).

En cada método de preservacion sobresale un elemento que lo hace caracteristico, de este
modo se pueden clasificar en: uso de altas temperaturas, uso de bajas temperaturas,
deshidratacién, concentracion, empleo de conservadores quimicos, fermentaciones y radiaciones
ionizantes (Planella-Villagra, 1983). Entre las nuevas tecnologias de conservacion de alimentos
podemos mencionar los tratamientos no térmicos como las altas presiones hidrostaticas, las

atmosferas modificadas, la irradiacidn con rayos gama y la aplicacion de pulsos eléctricos.

Tradicionalmente los tratamientos térmicos de altas temperaturas han sido aplicados en la
conservacion de los jugos de frutas, principalmente la pasteurizacion, la esterilizacion comercial,
y la esterilizacion UHT. La pasteurizacion hace referencia a tratamientos térmicos de baja
intensidad, en los que la aplicacién de calor poco drastica solo conduce a una destruccion
selectiva de la poblacién microbiana presente en el alimento. Tanto la temperatura como el
tiempo necesario para un tratamiento eficaz estan condicionados por la garantia de no provocar
cambios en la composicién quimica del alimento (Bello, 2005). En productos de pH acidos como
son los jugos citricos, vinos, cervezas, etc., su objetivo se centra en prologar su vida util al ejercer
una accion deletérea frente a microorganismos y enzimas con temperaturas no mayores a 88°C

(Bello, 2000).
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La esterilizacion comercial permite una conservacion a mas largo plazo, porque aplica
tratamientos que destruyen no solo las formas vegetativas de los microorganismos presentes, sino
también casi la totalidad de las esporas termoresistentes. Se trata de una operacion a realizar con
alimentos introducidos en recipientes cerrados, que posteriormente se someten a los efectos del

calor proporcionado por un autoclave con temperaturas superiores a los 100°C (Bello, 2000).

Una de las tecnologias mas nuevas que permite llevar a cabo la esterilizacion actuando
sobre el propio alimento sin envasar es el proceso térmico denominado UHT, mediante la
aplicacion de temperaturas mas elevadas (130-140°C), durante periodos de tiempos muy cortos
(1-2segundos); de este modo, se logra destruir los microorganismos sin que apenas se vean
afectadas las caracteristicas quimicas del producto, pero es necesario que el producto se
mantenga bajo condiciones asépticas hasta su envasado hermético definitivo, una vez alcanzada

la esterilizacion (Bello, 2005).

La refrigeracion también ha sido cominmente usada como método de conservacion,
especialmente en conjunto con la pasteurizacion, empleada como tecnologia de conservacion a
corto plazo, basada en el poder estabilizador del frio frente a las reacciones enzimaticas y al
desarrollo microbiano. El alimento debe ser mantenido a temperaturas positivas, pero proximas a
0°C; la duracion de su vida util dependera tanto de la naturaleza del alimento, como del envase

empleado (Bello, 2005).

Por otra parte, los conservadores quimicos también son empleados comdnmente en la
conservacion de jugos de frutas, éstos actuan, ya sea por el bloqueo del proceso metabolico

celular o por el “acaparamiento” del agua disponible. Este método solo se usa como coadyuvante
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de otros, ya que exigiria el uso de altas concentraciones del conservador (Planella-Villagra,
1983). El empleo de &cido benzoico y sus sales suele ser aplicado en sidra de manzana y bebidas
refrescantes; el acido sorbico y sus sales en higos; lo sulfitos en frutos secos, vinos, jugo de

limon, entre otros (Jay, 2000).

En combinacion con el acido benzoico, el acido sorbico y sus sales; suelen emplearse los
4cidos organicos. Estos compuestos contienen uno o0 mas grupos carboxilos y son intermediarios
0 productos terminales de ciclos metabolicos basicos. Tales compuestos incluyen los acidos

citrico, malico, lactico, acético, tartarico, fumarico y gluconico.

La incorporacion de &cidos en alimentos cumple diversas funciones dependiendo de la
aplicacion particular. Tales aplicaciones se inscriben en la explotacién de una o varias de las
siguientes propiedades de los &cidos organicos, o sus sales: 1) poder acidulante, 2) capacidad
amortiguadora o reguladora del pH, 3) agente quelante de iones metélicos, 4) emulsificante, 5)
efectos organolépticos. El principal uso es la acidificacion y control del pH en el producto final.
Un pH bajo, retarda el crecimiento microbiano y aumenta la efectividad de conservadores como
benzoatos y sorbatos. Ademas, reduce la necesidad de tratamientos térmicos drasticos durante la
esterilizacion de frutas y verduras enlatadas, y promueve la inactivacion de enzimas indeseables

como polifenoloxidasas (Lopez y col., 2004).
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3.4 Combinacion de alternativas tecnoldgicas para prolongar la vida atil de jugos de

frutas frescos.

Diferentes tecnologias han sido aplicadas para la conservacion de frutas frescas cortadas y
jugos, tales como el uso de la refrigeracion, tratamientos por calor como la pasteurizacion y otras
novedosas como el uso de atmosferas modificadas, altas presiones, pulsos eléctricos, etc. Sin
embargo la tendencia del consumidor es adquirir productos con minimo procesamiento y con

pocos aditivos afiadidos y de estar presentes que preferiblemente sean de origen natural.

Una de las alternativas actuales para garantizar la calidad e inocuidad de jugos de frutas es
el uso solo o combinado de sustancias antimicrobianas naturales con otros tratamientos no
térmicos (lu y col., 2001; Yuste y Fung, 2002; Liang y col., 2002; Ceylan y col., 2004; Friedman
y col., 2004; Raybaudi-Massilia y col., 2006; 2009; Mosqueda-Melgar y col., 2008a; 2008b;

2008¢).

Los antimicrobianos naturales son compuestos quimicos naturalmente presentes en los
alimentos o afiadidos a estos con un fin especifico; suelen emplearse para retardar el crecimiento
0 causar la muerte de los microorganismos. Estas sustancias antimicrobianas pueden ser de
origen de plantas (aceites esenciales, aldehidos, ésteres, acidos organicos y otros extractos de
plantas), animales (enzimas, polysacaridos) o microbiano (bacteriocinas, &cidos organicos).
Generalmente, las sustancias antimicrobianas tienen diferentes umbrales de concentracion para
inhibir o inactivar microorganismos. Estos umbrales dependeran de los blancos de accion
especificos de la sustancia antimicrobiana, las cuales pueden incluir: pared celular, membrana

celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y material genético, entre otros (Raybaudi-
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Massilia, 2007). Ademas, su accidn dependera de los factores microbianos (resistencia intrinseca,
carga inicial, velocidad de crecimiento, tipo de microorganismo, competitividad, condicion
celular, etc.) asi como también de los factores intrinsecos (composicién, pH, capacidad buffer,
potencial oOxido-reduccién y actividad de agua), extrinsecos (temperatura, tiempo de
almacenamiento, atmosfera y humedad relativa) y de procesamiento de los alimentos (cambios en
la composicion de los alimentos, alteracion de la microflora, cambios de la carga microbiana y

microestructura) (Davidson, 1997).

Algunos antimicrobianos de origen de plantas se obtienen principalmente de hierbas,
plantas, y especias. Lo mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dichos
antimicrobianos al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y Golden,

1989).

La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es generalmente atribuida a los
compuestos fendlicos presentes en sus extractos o aceites esenciales, los cuales provienen de
cortezas, tallos, hojas, y flores. Ademas la actividad antimicrobiana también es atribuida a acidos

organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas (Beuchat, 2001).

Estudios in Vitro han demostrado que el uso de compuestos de origen de plantas como
Ginkgo biloba, Aloe vera, Ginseng y extracto de semilla y cascara de uva tienen efectos
antimicrobianos sobre microorganismos patdgenos y deteriorativos que pueden estar presentes en
frutas y sus derivados (Xie y col., 2003; Jayaprakasha y col., 2003; Ahn y col., 2004; Tan y
Vanitha, 2004; Rhodes y col., 2006; Theivendran y col., 2006; Rosca-Casian y col., 2007); sin

embargo, su efecto sobre microorganismos en jugos de frutas frescos no ha sido estudiado.
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Asi tenemos que el Ginseng inhibe el crecimiento Rhizopus sp., Fusarium sp., y retarda
considerablemente el desarrollo y crecimiento de Aspergillus sp. en concentraciones de 500.0
pg/mL (Xu y col., 2009). El Ginseng extraido de la raiz de la planta Panax ginseng presenta
componentes activos como el falcarinol, un pesticida natural, y agente anticancerigeno. Ademas
se ha demostrado que polisacaridos acidos (panaxadiol y panaxatriol) aislados de Panax ginseng
inhiben a Helicobacter pylori por induccién de aglutinacion, posiblemente debido a la presencia
de &cido uronico, un importante componente del polisacéarido acido, asi como otros polisacaridos
que disminuyen la concentracién de S. aureus en el plasma por mayor activacion de macréfagos

(Than y Vanitha, 2004).

Estudios realizados por Rosca-Casian y col. (2007) indican que el extracto
hidroalcoholico obtenido a partir de hojas frescas de Aloe vera poseen actividad fungicida sobre
el crecimiento del micelio de hongos patégenos en plantas ornamentales. Por otra parte, aislados
de A. vera han demostrado inhibir microorganismos como Sthaphylococcus spp. y Candida spp.

(Than y Vanitha, 2004).

Por otra parte, se ha demostrado que el extracto de hojas del arbol de Gingko biloba en
combinacion con EDTA genera efectos sinérgicos en la inhibicion de L. monocytogenes, por lo
tanto la combinacion de estos compuestos pueden tener un uso potencial en alimentos (Xie y col.
2003). Ademas, un compuesto extraido con acetona a partir de las hojas de Gingko biloba ha
demostrado ser activa contra Erwinia amylvora, E. coli, Pseudomonas phaseolitica, Xantomonas
phaseoli y Bacillus pumilus. El aldheido 2-hexanol demostré una actividad antifingica en

concentraciones muy bajas. Este compuesto no estd normalmente presente en cantidades
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detectable en las hojas intactas de Gingko biloba, pero este es obtenido al macerar las hojas en

presencia de oxigeno (Mazzanti y col., 2000).

Karapinar y col. (2006) aplicé jugo puro de uvas rojas en ensaladas de vegetales
inoculadas con Salmonella typhimurium obteniendo una reduccion de 1-1,5 ciclos logaritmicos

de la poblacién de microorganismos.

Estudios realizados por Fernandes y col. (2007), en la ingestién de vino durante una
comida, sefialan que puede disminuir la cantidad de Listeria innocua en el tracto digestivo, este
efecto es menor que al emplear una combinacién de etanol y &cidos organicos como el malico y

el lactico, los cuales presentan un efecto sinérgico pero menor que al emplear vino.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Frutas.

Se utilizaron naranjas (Citrus sinensis L.) variedad “Valencia” y mangos (Mangifera
indica L.) variedad “Haden”, en diferentes estados de madurez (verde, intermedio y maduro)
cultivados en Venezuela, adquiridas en un expendio de frutas ubicado en el area metropolitana de
Caracas. Ambas frutas se caracterizaron midiendo los parametros tales como solidos solubles con
refractometro (Digital Refractometer PR-101, Atago, Japén) (COVENIN 924-83), acidez y pH
(Microprocessor pH meter 211, Hanna, Romania) (COVENIN 1151-77), firmeza (Texture
Analyser TA-XT2)\, Stable Microsystems, Viena Coutm UK) y color de la pulpa (Color Flex

Spectrophotometer 45°/0° Standars, Hunter Lab, Reston, USA) (Figura 1).

o .-
Fruta m \
L d ¢ BN
avado “; g ;‘
\&' - .(“’ ‘

Pelado, cortado:

Determinacion de textura

l R
Triturado, Determinacion de;

* pH *S6lidos solubles
*Acidez titulable *Color (L*, a*, b*)

Figura 1. Caracterizacion de la pulpa de naranja (Citrus sinensis L) variedad “Valencia” y

mango (Mangifera indica L.) variedad “Haden”.
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4.2 Microorganismos.

Cepas de Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 provenientes del Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM) se utilizaron para los estudios de
actividad antimicrobiana “in vitro” (por el método de difusion con discos) y en jugos de frutas
tropicales (mango y naranja). Para esto, cultivos puros de estos microorganismos se cultivaron en
caldo tripticasa soya (Himedia, Mubai, India) (con extracto de levadura al 0,6% para E. coli
0157:H7) a 37°C hasta obtenerlos en fase estacionaria temprana de crecimiento (determinada

mediante curvas de crecimiento) (ver Figura 2).

—

O Se inoculé 100 ml Caldo Tripticasa de Soya
(+Extracto de levadura 0,6% para E. coli O157:H7) 1

Se incubd a 37 °C con agitacion (100 rpm) x 24h

Se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada (0,1%) y se
sembr6 en Agar Tripticasa Soya por profundidad
(T=0,1,2,4,6,8,24h)

S, [ Ao o L]
Se tomé una asada de Cepa de 0 NP P 2 S §

Salmonella entérica serv. | | H |

Saintpaul. o E. coli O157:H7

Se incubd a 37 °C x 24 h anotando los recuentos microbianos y se
obtuvo la curva de crecimiento del microorganismo de interés

Figura 2. Curvas de crecimiento de Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7.
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4.3 Estudio “In Vitro” para evaluar el efecto de compuestos de origen de plantas sobre

Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7.

La actividad antimicrobiana de diferentes compuestos de origen de plantas como Ginkgo
biloba (Laboratorios Arcoiris, Venezuela), Aloe vera (Laboratorios Arcoiris, Venezuela),
Ginseng (Laboratorios Arcoiris, Venezuela), extracto de semillas y cascaras de uvas rojas
(Medifarm, Italia) afadidas al 0, 1, 1.5, 2, 2.5y 3% (p/v), se estudid6 mediante el método de

difusion con discos de papel de filtro reportado por Davidson y Parish (1989) (ver Figura 3).

1T1ml T1ml

Verificacion del cultivo
—
(Diluciones seriadas hasta 10y

siembra en agar tripticasa de soya)

/ Jdoo
m O . m @@@

100 mL ' ' \
Cultivo puro 99 mL 99 mL
(10° UFC/ml)  Agua peptonada (0,1%) Agua peptonada (0,1%)
| o | 0 | 0 | 0
0% 1% 15% 2% 506 2% 3%
Discos impregnados en soluciones @ Se incubé a 37°C x 24h midiendo

de diferentes concentraciones de halo de inhibicion

cada antimicrobiano

Figura 3. Actividad antimicrobiana de diferentes extractos de planta (Ginkgo biloba, Aloe
vera, Ginseng, extracto de semilla y cascara de uvas rojas) contra Salmonella entérica serv.

Saintpaul y E. coli O157:H7 determinada por el método de difusion de discos.
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Soluciones fueron preparadas a partir de los compuestos indicados en diferentes
concentraciones Yy esterilizadas por filtracion. En dichas soluciones se impregnaron discos de
papel de filtro de 1 cm de didmetro y se colocaron en placas de agar Mueller-Hinton
individualmente inoculadas con cultivos puros de Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli
O157:H7 en un nivel de 10’ UFC/m. Las placas fueron incubadas a 35 — 37 °C por 24 horas. A
continuacion se determinaron y midieron los halos de inhibicién para luego comparar los
resultados a fin de obtener cual de las concentraciones de esas sustancias evaluadas son mas

efectivas para inhibir el crecimiento de los patdgenos sefialados.

4.4 Otros antimicrobianos utilizados

Sorbato de potasio (Scharlau Chemie, Union Europea) en concentraciones de 0 y 0,05% y
acido malico (Scharlau Chemie, Unién Europea) en concentraciones de (0%, 0,5%) fueron
también considerados como antimicrobianos para ser incorporados en combinacién con el

antimicrobiano de origen de plantas que resultara més efectivo.

4.5 Disefio experimental.

Un disefio experimental de tipo “factorial Multi-nivel” 2 x 2 x 2 X 2 (2 concentraciones de
acido organico (0 y 0,5%) x 2 concentraciones de sal (0 y 0,05%) x 2 concentraciones de

compuesto natural (0 y 2% de ginseng) x 2 repeticiones) fue aplicado utilizando el paquete
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estadisticos Statgraphics Plus 5.1. Con la finalidad de comparar el efecto de concentraciones de
acido malico, sorbato de potasio en combinacion con el antimicrobiano de origen de plantas
seleccionado (ginseng) sobre la inactivacion de microorganismos patogenos tales como S.
Saintpaul y E. coli O157:H7 y sobre microorganismos deteriorativos en jugos de frutas tropicales
clarificados (mango y naranja individualmente) refrigerados. El disefio consistié en 16 corridas.

El orden de los tratamientos fue realizado de manera aleatoria para el estudio de las variables.

4.6 Estudio de la actividad antimicrobiana de extractos de plantas y en combinacion
con un &cido organico (acido malico) y una sal (sorbato de potasio) segin un
disefio multifactorial contra Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7

en jugos de mango y naranja clarificados y esterilizados.

El compuesto de origen de plantas que resulté mas efectivo y la concentracion éptima de
éste, seleccionados previamente por el método de difusion en discos fue el Ginseng al 2%. Esta
concentracion fue empleada en combinacidn con otros compuestos como un acido organico y una

sal como agentes antimicrobianos para el siguiente ensayo:

Frutas de madurez intermedia fueron lavadas, peladas, cortadas y trituradas o exprimidas
para obtener los jugos. Seguidamente los jugos fueron centrifugados y esterilizados a 121°C x 15
minutos (para eliminar la microflora nativa de los jugos). A continuacion combinaciones de
diferentes concentraciones del compuesto de origen de plantas (Ginseng) al 0% y concentracién

Optima (2%), con un acido organico (malico) al 0 y 0.5% vy una sal (sorbato de potasio) al 0 y
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0.05% p/v fueron afadidas a 50 mL de jugo estéril en frascos. Para estudiar todas las
combinaciones de compuestos posibles se empleo un disefio factorial de multiples niveles
sefialado anteriormente (ver anexo). Los frascos posteriormente fueron inoculados
individualmente con 0,5 mL de cultivos puros de Salmonella entérica serv. Saintpaul o E. coli
0157:H7 en fase estacionaria temprana de crecimiento en un nivel de 10° UFC/mL, finalmente

incubados a 5°C por 72 horas.

El efecto de las sustancias fue verificado realizando siembras a las 0 y 72 horas de
incubacion, a partir de la muestra y sus diluciones seriadas por profundidad en agar tripticasa

soya (ver Figura 4).

A partir del analisis estadistico del disefio aplicado se selecciond la combinacion ideal de

compuestos para utilizarla en los siguientes experimentos.
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Fruta

Lavz;do
\

L &4

Pelado, cortado y obtencion del jugo

= oym

myayays

Centrifugado y distribucién en frascos (50mL c/u) y
esterilizado (121°C x 15 min)

|

‘ % (] ’ Incorporacién del compuesto de origen de plantas (ginseng), acido mélico y sorbato de
potasio previamente preparadas en soluciones y esterilizadas por filtracion (basado en un
disefio factorial multi-nivel) + mezcla

Inoculacion (0,5mL de un cultivo puro de Salmonella entérica serv.
Saintpoul o E. coli 0157:H7 (10° UFC/ml) para obtener 10’ UFC/mL)

v

Incubacién a 5 °C x 72h.
v

Diluciones seriadas en buffer fosfato (pH 7,2) y siembra en
TSA por profundidad a las: 0, y 72 h

Incubacién a 37 °C x 24h.

Figura 4. Actividad antimicrobiana del extracto de planta en combinacion con un acido
orgéanico y una sal basado en un disefio factorial multi-nivel contra Salmonella entérica serv.
Saintpoul y E. coli O157:H7 en jugos de naranja y mango clarificados y esterilizados.
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4.7 Estudio de la actividad antimicrobiana de compuestos de origen de plantas contra
Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 en jugos de mango y

naranja frescos.

La combinacion de los compuestos estudiados que de acuerdo al disefio factorial de
maultiples niveles resultd mas efectiva para reducir los niveles de Salmonella entérica serv.
Saintpaul y E. coli O157:H7 (0.5% de acido malico + 0,05% de sorbato de potasio + 2% de

Ginseng), fue la empleada en este experimento.

Frascos con 50 mL de jugo de naranja 0 mango fresco, clarificados y tratados con la
combinacidon de compuestos que resultd ideal en el experimento anterior fueron inoculados
individualmente con 0,5 mL de cultivos puros de Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli
O157:H7 en un nivel de 10° UFC/ml y finalmente incubados a 5°C por 21 dias junto con
controles de jugos (sin compuestos afiadidos). Siembras por diseminacion en superficie en agares
selectivos (Hektoen y MacConkey sorbitol) se efectuaron a los 0, 1, 3, 7, 14, 18, 21 dias de
almacenamiento en refrigeracion (5 °C). Las placas fueron incubadas a 35 — 37°C por 24 horas

(ver Figura 5).
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Lavado

O,

Pelado, cortado y obtencién del jugo

v

Centrifugado y distribucidon en frascos (50mL c/u)

Incorporacién de ac. malico 0,5%, sorbato 0,05%, ginseng 2% (controles de jugos
sin sustancias afiadidas también fueron evaluados) + mezcla

v

Inoculacion (0,5mL de un cultivo puro de Salmonella entérica serv.
Saintpoul o E. coli 0157:H7 (10° UFC/ml) para obtener 10’ UFC/mL)

Incubacién a 5°Cx 21 dias

v

Siembra en agares selectivos por superficie (Hektoen para Salmonella y
McConkey sorbitol para E. coli 0157:H7 (0, 1, 3, 7, 14, 18 y 21 dias)

Incubacién a 37 °C x 24h.

Figura 5. Efecto antimicrobiano de una combinacion de un compuesto de origen de plantas

con un acido organico (malico) y una sal (sorbato de potasio) contra Salmonella entérica

serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 en jugos de naranja y mango frescos almacenados por 21

dias a5 °C.
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4.8 Evaluacion del efecto antimicrobiano de compuestos de origen de plantas en
combinacion con un acido orgéanico (acido malico) y una sal (sorbato de potasio)
sobre la flora nativa y caracteristicas fisicoquimicas de jugos de mango y

naranja frescos.

Finalmente se estudio el efecto de las sustancias seleccionadas sobre la flora nativa y
caracteristicas fisicoquimicas de los jugos frescos. Para ello, se prepararon frascos con 50 mL de
jugos de naranja 0 mango con minimo proceso (clarificados), luego se afiadié la combinacion
sustancias que result6 ideal para reducir los niveles de patdgenos estudiados y se incubaron por

21 dias a 5°C.

A continuacién para evaluar el efecto sobre la flora nativa se sembré por superficie y
profundidad en agares Cloranfenicol Glucosa (CGA) y Plate Count (PCA) para hongos y
microorganismos psicrofilos/mesofilos, respectivamente, a los 0, 1, 3, 7, 14, 18 y 21 dias de
almacenamiento. Las placas de CGA se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) por 3-5 dias,
las placas para mesofilos (PCA) se incubaron a 30 — 35 °C por 24 — 48 horas, y las placas para
psicrofilos se incubaron a 5-7°C por 10 — 14 dias (ver Figura 6). AsuvezalosO, 1, 3,7,14,18y
21 dias de almacenamiento se determind pH, acidez titulable, color y sélidos solubles (ver Figura

7).
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Lavado
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Pelado, cortado y obtencién del jugo

v

/ Centrifugado y distribucién en frascos (50mL c/u)
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(1 () [ Incorporacidén de ac. malico 0,5%, sorbato de potasio 0,05%, ginseng 2% (jugos
controles también fuergn estudiados) + mezcla

Incubar a 5°Cx 21 dias

v

Diluciones seriadas en buffer fosfato (pH 7,2) y siembra los 0, 1, 3,
7, 14, 18 y 21 dias de almacenamiento en:

v
CGA o PCA PCA

S o 66

Mohos y levaduras 25 °C x 3-5 Mesofilos 30-35 °C 24- Psicrofilos 5-7 °C x 10-
dias 48 h 14 dias
(por profundidad) (por profundidad)

(por superficie)

Figura 6. Efecto antimicrobiano de la combinacion de compuestos de origen de plantas

sobre la microflora nativa de jugos de naranja y mango frescos.
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Lavado

Pelado, cortado y obtencion del jugo

7 *

Centrifugado y distribucion en frascos (50mL c/u)

v

Incorporacion de la combinacion de sustancias que resultdé mas efectiva

[ [ | [ | en el punto anterior e incubacién a 5 °C x 21dias

v

Determinacion de caracteristicas fisicoquimicas alos 0, 1, 3, 7,

14, 18 y 21 dias de almacenamiento como:

a. pH c. Sélidos solubles
b. Acidez titulable d. Color (L*, a*, b*)

Figura 7. Efecto de los compuestos de origen de plantas sobre las caracteristicas

fisicoquimicas de jugos de naranja y mango frescos.
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4.9 Evaluacion sensorial.

Jugos de mango y naranja tratados con la combinacion que resultd ideal, preparadas el
mismo dia, fueron utilizados para realizar una prueba de evaluacion sensorial afectiva de
aceptacion, empleando una escala hedoénica del 1 (me disgusta mucho) al 9 (me gusta mucho) con
un panel piloto de consumidores de 30 personas no entrenadas, en una edad comprendida entre

20 y 60 afios, de diferentes estratos socioecondmicos como sugerida por Watts y col. (1992).

4.10 Analisis estadistico de los resultados.

Los resultados obtenidos fueron analizados manejando el programa estadistico
Statgraphics Plus 5.1 y considerando el disefio factorial de multiples niveles (2x2x2x2) donde se
aplicaron combinaciones de tratamientos para cada microorganismo (Salmonella entérica serv.

Saintpaul y E. coli O157:H7).

Por otra parte los resultados obtenidos para parametros fisicos, quimicos, microbioldgicos
y sensoriales fueron analizados aplicando un analisis de varianza de una via ANOVA para
determinar diferencias estadisticas entre muestras tratadas y control y a lo largo del tiempo de

almacenamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion del mango variedad “Haden” y de la naranja variedad

“Valencia”.

El estudio de los parametros fisicos y quimicos se realizo en tres niveles de maduracion
del fruto, verde, intermedio, y maduro, con la finalidad de seleccionar la madurez apropiada para

los siguientes estudios.

Al separar las frutas y hortalizas de sus plantas originarias, sus tejidos experimentan una
interrupcion en el suministro normal de agua, minerales y, en algunas ocasiones, de productos
organicos simples del metabolismo. Sin embargo los tejidos continGan siendo capaces de llevar a
cabo una gran variedad de transformaciones metabolicas, disminuyendo su calidad 6 resultando
esencial para lograr el grado de maduracién apto para el consumo (IICA, 1987). El grado de
madurez del fruto puede determinarse durante la maduracion teniendo en cuenta los indices
sefialados en la Tabla 3 y 4, donde se muestran los resultados de pH, solidos solubles, acidez
titulable, color y firmeza realizados en mango (Mangifera indica L.) y naranja (Citrus sinensis

L.) respectivamente.

La maduracion se caracteriza por una serie de transformaciones quimicas que determina
cambios de sabor, consistencia, color y aromas. En esta experiencia se observa que el mango

variedad “Haden” posee en su estado maduro como fruto comestible, un pH de 4,47+0,02 medido
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con Microprocessor pH meter. Segun Azocar (1977) reportd que el pardmetro pH es de 5,10 en
este estadio, por otra parte Zambrano (1989) reportdé un pH 4,90, valores superiores a los
obtenidos por nosotros. Es posible que las diferencias se deban a la variedad de mango utilizada
para cada estudio. EI pH se define como el logaritmo negativo de la concentracion de iones
hidrogeno en disolucion, siendo de suma importancia ya que este indice permite tener una idea

acerca de la estabilidad microbioldgica que tendra la materia prima (Stratford y col., 2000).

Tabla 3. Caracterizacion del mango variedad “Haden” (Mangifera indica L.).

Mango parcialmente

Parametros Mango verde Mango maduro
maduro
pH 2,94 +0,17° 4,02 + 0,36° 4,47 + 0,06°
Acidez Total Titulable 0,35 + 0,17° 0,10 + 0,01° 0,05 + 0,01°
(%acido citrico)
Soélidos solubles (°Brix) 9,85+ 1,23 12,03 +0,61° 18,02 +2,10°
Firmeza (g) 6,33+0,75° 5,64 +0,12° 5,54 +1,62°
L* 65,44 + 2,99° 63,09 + 2,54 61,05 + 0,51°
a* 15,09 + 4,02° 17,26 + 0,46" 22,97 + 0,68°
b* 71,79 + 0,96° 71,87 £ 0,19° 75,61 + 2,56°

a Media de cuatro andlisis + Desviacién estandar.
b Media de seis analisis + Desviacion estandar.

La acidez Total titulable, expresada como gramos de acido citrico por 100g de fruta
fresca, decrecio en la medida en que las frutas maduraban. Valores reportados por Azocar (1977)
indican una acidez total de 0,130% en mango variedad “Haden” en estado maduro, observandose
que este valor se encuentra por encima del valor obtenido por nosotros. Es posible que las
diferencias observadas se deban a pequefias diferencias en criterios 0 metodologia aplicada para

la determinacion de este parametro. Por otra parte, la acidez es una funcién inversa del pH, por lo
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que al aumentar el pH se ve disminuida la acidez lo cual se observo al avanzar la madurez del

fruto (Tabla 3).

Los solidos solubles en las frutas estan determinados por la concentracion de especies
quimicas disueltas en su fase acuosa, tales como azUcares, y en menor grado, acidos organicos,
sales, compuestos nitrogenados y otras especies solubles menores. Valores reportados por
Zambrano (1989) en mango var. “Haden” de solidos solubles fueron de 16 y 18 ° Brix en estado
fresco, valores muy semejantes a los obtenidos en el fruto maduro por nosotros. EI mango es una
fruta climatérica, el etileno provoca la activacion de diversas enzimas que catalizan la sintesis de
fructosa, glucosa, y sacarosa a partir de almidon, por su importancia destacan la sacarasa sintetasa
y la invertasa (Badui, 1990), lo cual se relaciona con el aumento de los sélidos solubles al

aumentar madurez del fruto.

Durante los tres estadios estudiados, se observa un cambio en la textura de los mangos,
representado por un descenso en la firmeza de los mismos al aumentar su madurez. El
ablandamiento del fruto es atribuido principalmente a la degradacion de las sustancias pécticas,

responsables de la firmeza (Gil y Ruiz, 2010).

En cuanto al color del mesocarpio medido con el Color Flex Spectrophotometer 45°/0°
Standars, el indice fotométrico L* indica la luminosidad (L*=100: blanco; L*=0: negro) la cual
disminuye con el tiempo a medida en que avanza su madurez. Los pardmetros a* y b* expresan la
cromacidad, b* (+b*: amarillo; -b*: azul) que es mayor en el estadio maduro, con mayor
desarrollo del color amarillo. El valor a* (+a*: rojo;-a*: verde), se hace menos verde y se acerca

al rojo al alcanzar su madurez comestible. Las modificaciones del color son principalmente
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asociadas a la degradacion de la clorofila por las variaciones de pH, desarrollo de procesos
oxidativos y por la accion de clorofilasa. La descomposicion de la clorofila va asociada a la
sintesis 0 al desenmascaramiento de pigmentos cuyos colores van del amarillo al rojo

(carotenoides), o bien de colores rojos violaceos debidos a las antocianinas (Gil y Ruiz, 2010).

Tabla 4. Caracterizacion de la naranja variedad “Valencia” (Citrus sinensis L.)

Naranja parcialmente

Parametros Naranja verde maduro Naranja maduro
pH 3,31 +£0,01° 3,52 £0,02° 3,59 +0,02°
Acidez Total Titulable
o 1,55 + 0,01 0,90 + 0,02 0,72 +0,01°
(% acido citrico)
Sélidos solubles (°Brix) 9,77 +0,12° 11,10 £0,17° 13,23 +0,12°
Firmeza (g) 16,05+ 1,18° 15,51 +1,37° 5,99 +1,79°
L* 74,22 +1,95" 71,09 + 355" 67,96 +0,35"
a* 1,85+0,63" 5,78 +2,87°" 8,86 +1,66"
b* 34,87 +1,13°" 38,73+ 4,04" 49,27 +5,96"

a Media de cuatro andlisis £ Desviacién estandar.
b Media de seis analisis + Desviacion estandar.

Estudios realizados sobre naranjadas comerciales por Bordas (1984) mostraron que el pH
de naranjas en estado de madurez fisioldgica es de 3,40 - 3,51 valores muy semejantes al
obtenido en la naranja variedad “valencia” en madurez intermedia igual a 3,52 £ 0,02. Segun la
Norma COVENIN 2278-85 (1985) para Alimentos Comercialmente estériles, los alimentos son
clasificados de acuerdo a su pH, siendo considerados como muy &cidos los que presenta un pH <
3,7. En vista de que el valor obtenido para la fruta es 3,59 en el fruto maduro, ésta se considera
un alimento muy acido, y justamente este hecho constituye su barrera natural para protegerse del

ataque de ciertos microorganismos deteriorativos y patdgenos (Tapia y col., 1996).
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Por otra parte la acidez titulable obtenida en la naranja de madurez intermedia es de 0,90
+ 0,02, Ariza Flores y col. (2010) obtuvieron una acidez entre 0,66-1.00% en naranjas. Los
valores obtenidos para la naranja en estado de madurez intermedia y maduro se encuentra entre
los valores mencionados anteriormente, decreciendo al avanzar la madurez del fruto. Al aumentar
la maduracién del fruto la acidez se reduce debido a la transformacion de los acidos organicos en

azUcares, dango lugar al suave sabor de los frutos maduros (Gil y Ruiz, 2010).

Los solidos solubles reportados por Bordas (1984) en naranjas con madurez fisioldgica
(madurez de consumo) son de 12,92 - 14,44 °Brix, intervalo en el cual se encuentra el valor
determinado en naranjas maduras. Las reacciones que predominan durante la maduracion son las
llamadas de hidrdlisis, por ellas las moléculas grandes, “polimeros”, que se encuentran en las
frutas verdes (almidon, celulosa, pectinas) y que estan formadas por la unién de moléculas mas
pequefias, “mondmeros”, se rompen incorporando una molécula de agua y liberando estas unidas
pequefias. Un ejemplo del aumento de los sélidos solubles es la hidrolisis del almidén para dar

azUcares que son los responsables del endulzamiento del fruto (IICA, 1987).

Durante los tres estadios estudiados, se observa un cambio en la textura de las naranjas,
representado por un descenso en la firmeza de los mismos al aumentar su madurez. Las
microfibrillas de celulosa y diversas hemicelulosas, xilanos y ligninas son responsables de la
rigidez de caracteristica de las frutas, mientras que la turgencia, que le confiere firmeza y

suculencia, depende del agua retenida por 6smosis en las células (Gil y Ruiz, 2010).

En cuanto al color del mesocarpio de la naranja, los valores de L* o luminosidad

disminuyen a medida en que avanza su madurez, el valor b* (azul-amarillo) es mayor en el
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estadio maduro, con mayor desarrollo del color amarillo y el valor a* (verde-rojo) se hace menos

verde y se acerca al rojo al alcanzar su madurez comestible.

5.2 Curvas de crecimiento de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica serv.

Saintpaul.

Todos los organismos celulares son estructuras altamente organizadas con una forma
especifica de metabolismo y reproduccidn, dirigiendo una serie de reacciones bioquimicas que
conducen a su propia sintesis. En la naturaleza las células viven asociadas a otras en conjuntos
Ilamados poblaciones que generalmente derivan de una unica célula parental por divisiones
celulares sucesivas, con velocidades de crecimiento especificas de acuerdo a diferencias tanto

estructurales como funcionales (Madigan y col., 2003).

Con la finalidad de conocer la velocidad de crecimiento para alcanzar la fase estacionaria
temprana de los microorganismos patdgenos seleccionados se realizaron curvas de crecimiento,
debido a que en esta fase generalmente las células son mas pequefias que en la fase exponencial
(dado que la division celular continta después que el incremento de masa se ha detenido), y son
mas resistentes a agentes fisicos (calor, frio y radiaciones) y quimicos adversos (Stanier y col.,

1992).

Conociendo las exigencias nutritivas de ambos microorganismos se suministré en la
solucién de cultivo de E. coli O157:H7 extracto de levadura en un medio de cultivo nutritivo
como lo es el TSB, luego de la realizacion de la curva de crecimiento durante 24 h representada

en el grafico (a) de la figura 8, se obtuvo inicialmente un aumento progresivo de la masa celular
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cuantificada como UFC/mL representada en una escala semilogaritmica, alcanzado la fase
estacionaria temprana a las 18h a 37°C, valor disimil al reportado por Ramirez y col. (2005)
quien obtuvo una fase estacionaria temprana a las 5h y 30 min. de incubacion con caldo EC en
condiciones controladas de temperatura, oxigenacion y composicion. Las diferencias observadas
pueden ser atribuidas al control de la oxigenacion por agitacion del medio, lo cual favorece

marcadamente el crecimiento y desarrollo del E. coli.

Las bacterias que no esporulan, como Escherichia coli, entran a una fase de crecimiento
nulo, o fase estacionaria, al agotarse los nutrientes en el medio. En esta fase disminuye el
volumen celular y la forma se redondea, se engrosa la pared, disminuye el nimero de flagelos y
se incrementa la resistencia celular a condiciones adversas. EI metabolismo se reorganiza, se
acumulan compuestos de reserva y osmoproteccion y aumenta la degradacion de
macromoléculas. EI DNA en el nucleoide se compacta y disminuye su metabolismo. La
expresion de los genes necesarios para el crecimiento disminuye y aumenta la de aquéllos
relacionados con la viabilidad celular durante el ayuno. La regulacién de los genes de la fase

estacionaria depende principalmente del factor transcripcional s (RpoS) (Ramirez y col., 2005).

Al aplicar la ecuacion de numero de generaciones n=(logN — logNo)/log 2 dénde n:
namero de generaciones, N: nivel del microorganismo final, No: nivel del microorganismo
inicial, se calculd un nimero de generaciones igual a 19,77 y un tiempo de generacion igual a
72,84 min. luego de emplear la ecuacion de tiempo de generacion Tg =t/ n, donde t es la

variacion de tiempo y n es el nimero de generaciones (Schlegel y Zaborosch, 1997).
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Figura 8. Curva de crecimiento de Escherichia coli O157:H7 (a) en medio de cultivo liquido
tripticasa de soya (TSB) suplementado con extracto de levadura al 0,6%, y Salmonella

entérica serv. Saintpaul (b) en medio de cultivo TSB, ambas incubas a 37°C sin agitacion.

En el gréfico (b) de la figura 8, se muestra la curva de crecimiento de Salmonella entérica
serv. Saintpaul cultivada en caldo tripticasa de soya sin agitacion a 37°C, la cual alcanza la fase
estacionaria a las 18h de incubacién con un inéculo inicial de 10° UFC/mL, dénde no hay
aumento ni descenso neto en el nimero de unidades formadoras de colonias en escala

logaritmica. A continuacion se observa que alcanzadas las 22h de incubacion el numero de
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células viables se hace menor al nimero de células no viables obteniéndose la fase de muerte. Al
aplicar la ecuacion de numero de generaciones se obtuvo un nimero de generaciones igual a

20,09 y un tiempo de generacién igual a 71,68 min.

En los experimentos realizados por Kim y Bhunia (2008) Salmonella serv. Enteritidis fue
inoculada con un nivel de 10° UFC/mL en un volumende 100 ml de caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) incubado a 37°C en agitacion fijado en 150 rpm, alcanzando una fase
estacionaria a las 9 h de incubacion, las diferencias en tiempo obtenidas se deben principalmente
a que el cultivo fue realizado en condiciones estaticas, demostrandose que la agitacion favorece
significativamente el crecimiento del microorganismo en estudio. A pesar de la selectividad del
medio RV empleado por Kim y Bhunia, este es un medio de enriquecimiento que al igual que el
caldo TSB contiene triptona de soya por lo que también favorece el crecimiento de Salmonella a

excepcion de S. typhi.

5.3 Estudio “In Vitro” de compuestos de origen de plantas sobre Salmonella entérica

serv. Saintpaul y E. coli O157:H7.

Empleando el método de difusion de discos sugerido por Davidson y Parish (1987) se
evalué el efecto de cuatro extractos de plantas estandarizados como el extracto de hojas de Aloe
vera, extracto de raiz de la planta Panax ginseng, extracto de hojas del arbol de Ginkgo biloba y
extracto de cascara y semilla de uvas rojas, preparados en soluciones acuosas a distintas
concentraciones. La evaluacion de la accion antimicrobiana se muestra en la tabla 5. Las

concentraciones con mayor inhibicion del crecimiento cuantificado segun el grosor del halo de

56



inhibicién sobre un césped uniforme de microorganismos corresponden a las mayores

concentraciones (2,5 y 3 % p/v) para ambos microorganismos.

Tabla 5. Efecto antimicrobiano de Ginkgo biloba, Aloe vera, Ginseng y extracto de cascaray
semilla de uvas rojas sobre Salmonella entérica ser. Saintpaul y Escherichia coli O157:H7

usando el método de discos.

Concentracion de antimicrobiano

Microorganismo  =Xtractode .00 1.0% 1.5% 2.0% 2.5% 3.0%
planta

Halo de inhibicién (mm) ~

Ginkgo Biloba ND 040+0.01 060+002 1.00+001 1.10+0.01 1.20+0.01

Aloe vera ND 040+002 050+0.01 0.60+0.00 0.80+0.03 1.20+0.01
Salmonella .
Saintpaul Ginseng ND 050+0.01 1.00+001 1.20+0.01 150+0.01 2.00=0.01
Extracto de
cascara y semilla np 050+ 0.03 0.80+0.01 1.10+0.02 1.20+0.01 1.50+0.00
de uvas rojas
Ginkgo Biloba ND 0.30+0.00 0.30+0.02 050+0.01 0.80+0.01 1.00+0.01
Aloe vera ND 1.00+0.05 1.00+001 1.00+001 1.00+£0.01 1.30%0.02
E. coli O157:H7  Ginseng ND 1.00+0.03 1.00+0.01 1.30+0.01 1.30+0.00 1.60+0.02
Extracto de

cascara y semilla np 0.30£0.02 0.30+£0.02 0.30+0.02 0.30+0.02 0.60+0.04
de uvas rojas

* Los valores reportados son el promedio de tres (3) determinaciones + Desviacion estandar

ND: No detectado

La respuesta celular a variaciones bruscas del medio ambiente, o respuesta al estrés, se
caracteriza por cambios en la expresion genética y en la fisiologia celular. Estos cambios le
permiten a la célula sobrevivir y adaptarse a las nuevas condiciones ambientales (Gomez, 2006).

Sin embargo se observa que dicha adaptacion depende ademas de las concentraciones empleadas
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del antimicrobiano en estudio. En las concentraciones del 1 al 3% se observo un halo de
inhibicidn, aumentando el didmetro al incorporar una concentracion mayor del antimicrobiano.
Entre los parametros intrinsecos afectados se encuentra principalmente la actividad de agua
debido a la incorporacion de solutos que corresponden a los discos impregnados en soluciones

concentradas de cada extracto de planta.

La reduccion de la actividad de agua por debajo de su valor 6ptimo disminuye la
velocidad de crecimiento y el tamafio de la poblacion final, ya que todas las reacciones quimicas
de las células necesitan un medio acuoso. Se debe tener en cuenta sin embargo, que la a,, esta
influenciada por otros parametros ambientales, como el pH, la temperatura de crecimiento, y el

Eh (Jay, 2000).

Las diferencias observadas en el diametro de los halos de inhibicion segun el extracto de
plante empleado se deben a que cada uno de ellos contiene distintos compuestos antimicrobianos
con distintos umbrales en la célula microbiana. En general las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de hierbas, especias, extractos vegetales estdn aparentemente relacionadas con
su contenido de compuestos fendlicos (Lai y col., 1991), las plantas tienen una capacidad
casi ilimitada para sintetizar sustancias aromaticas, la mayoria de los cuales son fenoles o sus
derivados de oxigeno sustituido, que representan los metabolitos secundarios, de su totalidad al

menos 12.000 han sido aislados representando menos del 10% del total existente (Murphy, 1999).

Ademas de los compuestos fenolicos, otros compuestos extraidos de las plantas que

poseen actividad antimicrobiana son los polifenoles entre los que se encuentran: quinonas,
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flavonoides, taninos y cumarinas. Otros son los terpenoides y aceites esenciales, alcaloides,

lecitinas y polipéptidos, entre otros (Murphy, 1999).

El latex es reportado como compuesto quimico antimicrobiano en el extrato de hoja de
Aloe vera, con actividad antimicrobiana efectiva contra Corynebacterium, Salmonella,
Streptococcus 'y S. aureus, segun Murphy (1999). Se denomina latex al compuesto
antimicrobiano sin embargo es un nombre general ya que los antimicrobianos presentes en esta
planta son muy variados y conforman un mezcla compleja de compuestos quimicos. Entre los
compuestos quimicos presentes en esta planta se encuentran las antroquinonas, quinonas,
saponinas, aloerresinas, isoaloerresinas, fenoles, taninos, esteroides, entre otros compuestos
(Stevens, 2000). Por lo que el umbral de este extracto de planta es muy amplio, entre los cuales se
encuentran union a proteinas y adhesinas, inhibicion enzimatica, privacion del sustrato, forma un
complejo con la pared celular, disrupcion de la membrana y formacion de complejos de iones

metalicos (Murphy, 1999).

El extracto de hoja del arbol de Ginkgo biloba contiene como principal compuesto
antimicrobiano los flavonoides, que son estructuras fenélicas que contienen un grupo carbonilo
(Domingo y LoOpez-Brea, 2003), los cuales se unen alas adhesinas, forman complejos con la
pared celular e inactivan enzimas, con actividad antimicrobiana general contra virus, bacterias y

hongos.

En el ginseng se ha reportado como compuesto quimico antimicrobiano aislado de la
planta a las saponinas, con actividad antimicrobiana efectiva contra E. coli, Sporothrix schenckii,

Staphylococcus y Trichophyton (Murphy, 1999). Las saponinas son un grupo de glucésidos
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coloidades muy hidrosolubles. Se conocen dos tipos de saponinas segun la estructura del grupo
aglicon también llamada genina O sapogenina, entre los cuales se encuentra los esteroides
(neutras) y triterpenoides (&cidas) generalmente unidas a una porcién glucidica (Anaya, 2003). El
umbral de las saponinas es la membrana, generando la disrupcién de ésta por accion de los

terpenoides especificamente.

El extracto de cascara y semilla de uvas rojas contiene principalmente compuestos
fenolicos, taninos y antoncianinas (Obreque-Slier y col., 2010), los cuales se unen alas
adhesinas, forman complejos con la pared celular, inactivan enzimas, y forman de complejos de

iones metalicos, entre otros efectos.

Los resultados de la aplicacion del método de difusién de discos para evaluar el efecto de
diferentes sustancias antimicrobianas sobre S. Saintpaul o E. coli O157:H7 demostraron que
todos los compuestos empleados ejercieron un efecto bactericida sobre la poblacion de ambos
microorganismos ya que se observaron halos de inhibicion en todos los casos, sin embargo ese
efecto fue mas significativo cuando se utilizd el extracto de raiz de la planta Panax ginseng. Por
otra parte, debido a que no se observaron grandes diferencias de inhibicidn del crecimiento de los
patogenos en estudio entre las concentraciones ubicadas entre el 2 y 3% se selecciono la

concentracion de 2%.
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5.4 Estudio de la actividad antimicrobiana de extractos de planta en combinacién con
un &cido organico y una sal basado en un disefio factorial de maltiples niveles
contra Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 en jugos de mango y

naranja clarificados y esterilizados.

Un disefio experimental del tipo “factorial Multi-nivel” 2 x 2 x 2 x 2 (2 concentraciones
de &cido malico (0 y 0,5%) x 2 concentraciones de sorbato de potasio (0 y 0,05%) x 2
concentraciones de compuesto natural (0 y 2% de ginseng) x 2 repeticiones) fue empleado con la
finalidad de comparar el efecto de concentraciones de acido organico y concentraciones de sal en
combinacion con el antimicrobiano de origen de plantas seleccionado (ginseng) sobre la
inactivacién de microorganismos patdgenos tales como S. Saintpaul y E. coli O157:H7 en jugos

clarificados y esterilizados, a las 0 y 72 horas de almacenamiento a 5°C.

El jugo clarificado por centrifugacion, contiene una menor cantidad de sélidos ya que la
centrifugacion tiene el objetivo de separar particulas que difieren en masa o densidad a motivo de
la fuerza centrifuga aplicada por el giro de un rotor (Berk y Lodish, 2006), donde el sobrenadante
decantado compuesto por las particulas menos densas es el jugo clarificado empleado en los
siguientes experimentos, basicamente este tipo de centrifugacion de baja velocidad tiene la
finalidad de separar los sedimentos de un jugo (que tienen mayor densidad que los liquidos),
obteniéndose uno mas claro y con menor contenido de sélidos en suspension, impidiendo que
estos solidos puedan ejercer un efecto protector o de “apantallamiento” en los microorganismos

al estudiar el efecto antimicrobiano de los compuestos empleados (ginseng, acido malico y
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sorbato de potasio). Ademas estos jugos fueron esterilizados para evitar la interferencia de la

flora nativa sobre la respuesta ante los compuestos antimicrobianos aplicados.

5.4.1 Actividad antimicrobiana de compuestos de origen de plantas en combinacion
con un acido organico y una sal en Jugo de naranja (Citrus sinensis L.) var.

“Valencia” clarificado y esterilizado.

En la tabla 6 se muestra el efecto antimicrobiano expresado como una relacion entre las
unidades logaritmicas iniciales y finales microbianas al emplear las diferentes combinaciones de
los compuestos antimicrobianos afiadidos segun el disefio factorial multinivel, donde se observa
que al emplear las maximas concentraciones de los antimicrobianos en combinacién con el
ginseng se obtienen las maximas reducciones, conjuntamente este efecto se ve aumentado a las
72 horas de incubacion a 5°C, ya que se determinaron diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05) entre los tiempos de almacenamiento para S. Saintpaul.

Inicialmente el jugo de naranja clarificado y esterilizado fue inoculado con un nivel de 10°
UFC/mL de cada microorganismos individualmente, obteniéndose reducciones logaritmicas en la
mayoria de los casos incluyendo a jugos no tratados con los antimicrobianos (controles), lo cual
indica que el pH del jugo actu6 como una barrera contra la supervivencia y desarrollo de estos
patdgenos. El pH del jugo de naranja ubicado en 3,52 + 0,02 posiblemente afecté por lo menos
dos aspectos de la célula microbiana: el funcionamiento de sus enzimas y el transporte al interior
de las células. Segun Jay, 2000, el pH optimo de crecimiento de Salmonella en alimentos es de

4,05 mientras que el pH optimo de E. coli O157:H7 es de 4,5.
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Tabla 6. Efecto antimicrobiano de diferentes sustancias afiadidas solas o combinadas
determinado inmediatamente al ser afladidas (Oh) y a las 72 h de almacenados a 5 °C sobre
E. coli O157:H7 y S. Saintpaul en jugo de naranja (Citrus Sinensis L.) var. “Valencia”

clarificado y esterilizado.

Promedio de reducciones Promedio de reducciones

Concentracion del compuesto E. coli O157:H7 S. Saintpaul

(LOG ini / LOG fin) (LOG ini / LOY fin)

SP (%) AM (%) G (%) t=0h t=72h t=0h t=72h
0 0 0 2,00+0,05%  2,03+0,02% 0,73+0,08"* 1,73+0,14%
0 0 2 1,93+0,04"  231+0,03"° 0,26 0,02 1,74 +0,065
0 0,5 0 259+0,04% 231+0,18%° 345+0,02%¢ 6,23+0,00%°
0 0,5 2 1,23+0,10" 1,67 +0,04" 254+0,04" 6,23+0,00%°
0,05 0 0 0,32+0,11% 0,77 +0,07*° 1,82+0,11”° 6,23+0,00%
0,05 0 2 1,33+0,16%% 1,72+0,04"9 0,00+ 0,00  6,23+0,005°
0,05 0,5 0 1,15+0,08%% 0,95+ 0,14*° 3,71+0,68% 6,23 +0,005°
0,05 0,5 2 2.82+0,06% 277 +0,00~ 1,78+0,01”° 6,23+0,00%

G: ginseng; AM: &cido mélico; SP: sorbato de potasio
A, B: las letras mayUsculas indican las diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento ubicados en filas (p<,0,05).

a, b, ¢, d, e: las letras minusculas indican las diferencias significativas entre las combinaciones de agentes antimicrobianos
ubicados en columnas y cada tiempo de almacenamiento (p<0,05).
Los valores son el promedio de dos determinaciones por duplicado + desviacion estandar (n=4).

Al mismo tiempo un pH desfavorable hace a las células mucho mas sensibles a una gran
variedad de agentes tdxicos (Jay, 2000). Lo cual se observa en las reducciones microbianas
obtenidas al incorporar &cido malico, sorbato de potasio y ginseng tanto individualmente como en

conjunto. A su vez se evidencié el poder antimicrobiano del ginseng que al ser incorporado

individualmente en el jugo logré una reduccion de 0,26 + 0,02 unidades logaritmicas de UFC/mL
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alasOhy1,78 £0,01alas 72 h de almacenamiento a 5°C para S. Saintpaul y 1,93 £ 0,04 y 2,31
+ 0,03 respectivamente para E. coli O157:H7, con diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05) para los agentes antimicrobianos en cada tiempo.

En la figura 9 se muestra las reducciones microbianas obtenidas a las 0 y 72 horas de
almacenamiento a 5°C en jugos de naranja (Citrus sinensis L.) tratados y no tratados con los
antimicrobianos segun el disefio factorial multinivel, en la grafico (a) se observa los niveles de E.
coli O157:H7 determinandose un efecto sinergistico al incorporar el acido malico 0,5% mas
sorbato de potasio 0,05% mas el ginseng 2%, siendo la combinacion mas efectiva para reducir las
poblaciones de este potencial patdgeno en esta matriz alimentaria, reduciendo 2,82 = 0,06
unidades logaritmicas a las 0 h y 2,77 £ 0,00 unidades logaritmicas a las 72 h de incubacién a
5°C. Mientras en el grafico (b) de la figura 9 se observan las reducciones logaritmicas
determinadas para Salmonella entérica serv. Saintpaul en jugos de naranja (Citrus sinensis L),
observandose que las mayores reducciones logaritmicas del microorganismo (3,71 + 0,68) fueron
obtenidas al incorporar en conjunto el sorbato de potasio y el &cido mélico a las 0 horas y que
luego de 72 horas de almacenamiento a 5 °C se logra la reduccion de la totalidad de la poblacién
incorporada inicialmente (6,23 = 0,00) en todos los tratamientos a excepcién del control y de

aquel que se le incorpor6 Unicamente ginseng.
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Figura 9. Reduccion de la poblacion de Escherichia coli O157:H7 (a) y Salmonella entérica
serv. Saintpaul (b) en jugo de naranja (Citrus Sinensis L.) var. “Valencia”, por accioén de
diferentes sustancias antimicrobianas y sus combinaciones inmediatamente luego de ser
afadidas (Oh) y después de 72h de almacenamiento a 5°C. Control (C), Ginseng (G),
Sorbato de Potasio (SP), Acido malico (AM). Las letras maytsculas (A, B) sobre las barras
indican diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento. Las letras
minuasculas (a, b, ¢, d, e) indican diferencia significativas entre los agentes antimicrobianos
por cada tiempo de almacenamiento. Los valores son el promedio de dos determinaciones

realizadas por duplicado * desviacion estandar (n=4).
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El pK del sorbato es 4,80 y a un pH de 4,0 el 86% del compuesto se encuentra en forma
no disociada, de ahi la efectividad antimicrobiana observada en un jugo de naranja caracterizado
con un pH de 3,52 + 0,02 inicialmente, ya que su forma no disociada es la que atraviesa la
membrana celular del microorganismo y actla en su interior. Este compuesto inhibe
determinadas enzimas en la célula microbiana como la enolasa y lactodeshidrogenasa, asi como
otras enzimas presentes en el ciclo de Krebs. Ademas se mantiene activo frente a catalasas y
oxidasas (Cubero y col., 2002), a diferencia de Salmonella, E. coli O157:H7 es catalasa positiva.
Simultdneamente se observo el sinergismo al emplear el acido malico en conjunto con el sorbato
de potasio, ya que el primero completa el efecto antimicrobiano ampliando el espectro de accion,
debido a que éste actia como un regulador de pH, secuestrador de iones metalicos Yy

conjuntamente como antioxidante y saborizante (Cubero y col., 2002).

5.4.2 Actividad antimicrobiana de compuestos de origen de plantas en combinacién
con un acido organico y una sal en Jugo de mango (Mangifera indica L.) var.

“Haden” clarificado y esterilizado.

A continuacion se muestra la tabla 7 donde se evidencia el efecto antimicrobiano
expresado como una relacion entre las unidades logaritmicas iniciales y finales microbianas al
emplear las diferentes combinaciones de los compuestos antimicrobianos afiadidos, donde se
observa que al usar las méximas concentraciones de los antimicrobianos en combinacién con el
ginseng se obtienen las maximas reducciones, conjuntamente este efecto se ve aumentado a las
72 horas de incubacion a 5°C, observado en las diferencias significativas obtenidas entre los

tiempos de almacenamiento (p<0,05) para ambos microorganismo.
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Tabla 7. Efecto antimicrobiano de diferentes sustancias afiadidas solas o combinadas
determinado inmediatamente al ser afladidas (Oh) y a las 72 h de ser almacenados a 5 °C
sobre E. coli O157:H7 y S. Saintpaul en jugo de mango (Mangifera indica L.) var. “Haden”

clarificado y esterilizado.

Promedio de reducciones Promedio de reducciones

E. coli O157:H7 S. Saintpaul
Concentracion del compuesto (Log ini / LOg fin) (Log ini / LOg fin)
SP(%)  AM (%) G (%) t=0h t=72h t=0h t=72h
0 0 0 1,90+0,08" 2,98+0,11% 054+0,16" 1,12+0,67"
0 0 2 2,08+0,18" 259+0,06% 0,15+0,03" 2,09+0,04"%
0 0,5 0 2,55+0,05% 457+005% 0,87+0,00" 6,91+0,00%
0 0,5 2 221+0,01"* 438006 6,91+£0,04" 6,91+0,00
0,05 0 0 0,62+0,08" 2,89+0,08% 0,58+0,06™ 6,44+0,00%
0,05 0 2 1,18 £0,05""  223+014% 0,70+0,01" 6,44 +0,00%
0,05 0,5 0 1,26 +0,16""  4,13+0,16% 210+0,01” 6,44 0,00
0,05 0,5 2 1,32+011"" 6,68+0,00% 266+0,10" 6,44+0,00°

G: ginseng; AM: &cido mélico; SP: sorbato de potasio
A, B: las letras mayusculas indican las diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento ubicados en filas (p<,0,05).

a, b, c, d, e, f: las letras minusculas indican las diferencias significativas entre las combinaciones de agentes antimicrobianos

ubicados en columnas y cada tiempo de almacenamiento (p<0,05).

Los valores son el promedio de dos determinaciones por duplicado + desviacion estandar (n=4).

El jugo mango es un sustrato con abundantes nutrientes para el crecimiento microbiano,
es rico en carbohidratos, calcio, magnesio, potasio, fésforo, y algunos aminoacidos, asi como un
alto contenido de humedad. Sin embargo se observa que hay una reduccién microbiana inicial en
los jugos controles tanto para E. coli O157:H7 como para S. Saintpaul, esto puede ser atribuido al
pH del jugo (4,02 + 0,36). La reduccién menor observada inicialmente para S. Saintpaul puede

deberse a que a pesar de que el pH Optimo de crecimiento de éste microorganismo se halla en
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torno a la neutralidad, siendo bactericidas los valores por encima de 9,0 y por debajo de 4,0; un
pH minimo de crecimiento de 4,05 ha sido registrado (con predominancia de acidos HCI y

citrico) para este patdgeno (Jay, 2000).

Inicialmente el jugo de mango clarificado y esterilizado fue inoculado con un nivel de 10°
UFC/mL de cada microorganismos individualmente, obteniéndose reducciones logaritmicas en
todos los casos incluyendo a jugos no tratados con los antimicrobianos (controles) atribuido con
anterioridad al pH, a su vez se evidencio el poder antimicrobiano del ginseng que al ser
incorporado individualmente en el jugo logré una reduccion de 2,08 + 0,18 unidades logaritmicas
de UFC/mL alas 0 hy 2,59 £ 0,06 a las 72 h de almacenamiento a 5°C para E. coli O157:H7 y
0,15 £ 0,03 y 2,09 = 0,04 para S. Saintpaul respectivamente, indicando que existen diferencias
significativas (p<0,05) en la reduccion de los microorganismos para los tiempos de
almacenamiento y para el efecto del antimicrobiano ginseng en cada tiempo, que ademas de ser
inmediato continta durante el tiempo del almacenamiento, analogo a lo observado en jugos de

naranja.

En la figura 10 se muestran las reducciones microbianas obtenidas a las 0 y 72 horas de
almacenamiento a 5°C en jugos de mango (Mangifera indica L.) tratados y no tratados con los
antimicrobianos segun el disefio factorial multinivel. En el grafico (a) de la figura 10 se observan
los niveles de E. coli O157:H7 determinandose un efecto sinergistico al incorporar el acido
malico 0,5% mas sorbato de potasio 0,05% mas el ginseng 2%, siendo la combinacién mas
efectiva para reducir las poblaciones de este microorganismo, con un nivel de reduccion de 6

ciclos logaritmicos a las 72 horas de incubacion.
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Figura 10. Reduccion de la poblacion de Escherichia coli O157:H7 (a) y Salmonella entérica
serv. Saintpaul (b) en jugo de mango (Mangifera indica L.) var. “Haden”, por accion de
diferentes sustancias antimicrobianas y sus combinaciones inmediatamente luego de ser
afladidas (Oh) y después de 72h de almacenamiento a 5°C. Control (C), Ginseng (G),
Sorbato de Potasio (SP), Acido malico (AM). Las letras mayusculas (A, B) sobre las barras
indican diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento. Las letras
minuasculas (a, b, ¢, d, e) indican diferencia significativas entre los agentes antimicrobianos
por cada tiempo de almacenamiento. Los valores son el promedio de dos determinaciones

realizadas por duplicado * desviacion estandar (n=4).
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En el grafico (b) de la figura 10 se observan las reducciones logaritmicas determinadas
para Salmonella entérica serv. Saintpaul en jugos de mango (Mangifera indica L),
determinandose que las mayores reducciones logaritmicas del microorganismo a las 0 horas de
almacenamiento (6,91 = 0,00) fueron obtenidas al incorporar Unicamente acido malico mas
ginseng, luego de avanzadas las 72 horas de almacenamiento a 5 °C se logra la reduccion de la
totalidad de la poblacién incorporada inicialmente en todos los tratamiento a excepcion del

control y a aquel que se le incorpord Unicamente ginseng.

El efecto bactericida determinado fue mas significativo cuando se utilizaron algunas
sustancias antimicrobianas solas y aun mas cuando se aplicaron en combinacién, representado en
los graficos comparativos que demuestran la alta efectividad en la mayoria de los ensayos a
diferencia del uso individual de los compuestos en los jugos estudiados. Ademas hay que sefialar
que el efecto bactericida fue mayor después de un periodo de incubacion de 72 h a 5°C. Por otra
parte, el andlisis estadistico de los datos nos permitié determinar las combinaciones ideales de las
sustancias necesarias para lograr la mayor reduccion logaritmica de cada microorganismo en cada
tipo de jugo, gracias a ello se selecciond la siguiente combinacion de antimicrobianos (sorbato de

potasio al 0,05%, acido malico al 0,5% y Ginseng al 2%).
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5.5 Estudio de la actividad antimicrobiana de compuestos de origen de plantas en
combinacién con un acido organico y una sal contra Salmonella entérica serv.
Saintpaul y E. coli O157:H7 en jugos de mango y naranja frescos almacenados a

5°C por 21 dias.

La combinacion de los compuestos estudiados que de acuerdo al disefio factorial de
maultiples niveles resultd mas efectiva para reducir los niveles de Salmonella entérica serv.
Saintpaul y E. coli O157:H7 (0,5% de acido malico + 0,05% de sorbato de potasio + 2% de
Ginseng), fue la empleada en este experimento en jugos frescos incubados a 5°C por 21 dias junto
con controles de jugos (sin compuestos afiadidos), los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 8.

El crecimiento microbiano en los alimentos es afectado por los parametros intrinsecos y
extrinsecos de éstos, las plantas y los animales que sirven como fuente de alimento, han
desarrollado mecanismos de defensa contra la invasion y proliferacion de microorganismos, y
algunos de éstos actuan en los alimentos frescos. Tanto el pH, contenido de humedad, potencial
de Oxido-reduccion, contenido de nutrientes, constituyentes antimicrobianos y estructuras
biologicas forman parte de los pardmetros intrinsecos en los alimentos que afectan la
supervivencia y desarrollo de los microorganismos (Jay, 2000). Asi pues, se pudo evidenciar a
través de nuestros resultados como el pH del jugo causo reducciones de la poblacion de S.
Saintpaul inicialmente inoculada (10°UFC/mL). Otros factores que también pueden haber
influido en la inhibicion del crecimiento y las reducciones de la poblacion que se observan a lo

largo del tiempo de almacenamiento son la temperatura de almacenamiento y la flora microbiana
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nativa en la cual predominan mohos y levaduras los cuales tienen amplios rangos de pH y

temperatura para crecer.

Tabla 8. Comportamiento de Salmonella Saintpaul y Escherichia coli O157:H7 en jugos de

naranja y mango frescos tratados y no tratados con antimicrobianos y almacenados a 5°C

por 21 dias.
_ Salmonella Saintpaul (Log;, UFC/mL) ! E. coli 0157:H7 (Log UFC/mL) *
Tiempo
Jugo de naranja Jugo de mango Jugo de naranja Jugo de mango
(dias)
ST CT* ST CT* ST CT* ST CT*

0 5.3120.11"* ND”  6.34#0.15" 4.3120.19"° 5.37+0.17"* 4.77+0.10" 6.90£0.08"* 6.06+0.04""
1 5.14+0.09" ND”" 6.41+0.03" ND®  6.01£0.02%% 4.49+0.02%° 6.48+0.03%* 5.40+0.11%
3 4.87x0.04"* ND”" 4.98+0.03%* ND®  569+0.12° 3.72+0.10%° 5.46+0.02° 4.85+0.01°°
7 4.08+0.12%* ND”" 2.742#0.13®* ND®  574%0.05® ND®  5.12+#0.00® ND"°
14 1.39+0.12°* ND”" 3.3240.01™ ND®  572+0.03“® ND®  3.02+0.04%  ND™°

21 2.00+0.06°* ND? 245+0.21°® ND®  571+0.08“® ND®  3.01+0.15%*  ND"®

*Una combinacion de sorbato de potasio (0.05% p/v), &cido malico (0.5% p/v) y ginseng (2% p/v) fue afiadida como agente
antimicrobiano.

! Los valores son el promedio de dos determinaciones por duplicado + desviacion estandar (n=4).

Las letras mayusculas (A, B, C, D, E) en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
durante el tiempo de almacenamiento.

Las letras minusculas (a, b) entre columnas por jugo y microorganismo indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (p < 0.05).

ST: Sin tratamiento; CT: Con tratamiento.
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Por otra parte, los recuentos de Salmonella en jugo de naranja con tratamiento presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto a los jugos controles, no
detectandose el microorganismo desde el primer dia de tratamiento, dia cero (0), manteniéndose
el microorganismo no detectado hasta el dia 21 de almacenamiento, indicando una alta
efectividad del tratamiento para llegar hasta niveles ausentes de Salmonella en jugo de naranja.
Por otra parte en el jugo de naranja sin tratamiento se observa que la poblacion del
microorganismo disminuye, encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

entre los recuentos obtenidos a diferentes tiempos de almacenamiento.

Al comparar los resultados obtenidos para el mango, de igual manera se detectaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los jugos con tratamiento y jugos
controles asi como también entre los recuentos al transcurrir el periodo de almacenamiento.
Partiendo de una reduccién de 3 ciclos lorgaritmicos decimales en el dia cero (0), al cabo de un
dia de almacenamiento en las muestras tratadas y disminuyendo la poblacion de Salmonella hasta

niveles no detectados.

La poblacion de E. coli O157:H7 en jugo de naranja sin tratamiento no presenté ninguna
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) a lo largo de los 21 dias de almacenamiento,
manteniendose el nivel de la poblacion entre 5.37+0.17 Logip UFC/mL para el dia cero y
5.71+0.08 Logio UFC/mL para el dia 21. Las frutas y jugos de frutas con pH menores de 4.0 no
son consideradas generalmente como substratos para soportar el crecimiento de bacterias

patogénicas (Beuchat, 2002), sin embargo se puede observar en nuestros resultados que la cepa
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de E. coli O157:H7 con la cual trabajamos fue capaz de sobrevivir durante los 21 dias de

almacenamiento a 5°C.

Al analizar los valores obtenidos entre los jugos tratados y no tratados de naranja, los
niveles de E. coli O157:H7 varian entre ambos tratamientos, obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05), lograndose la reduccion de la poblacion a niveles no
detectados a los siete dias de almacenamiento en jugos con tratamiento, lo cual se mantuvo hasta
el dia 21 de almacenamiento, indicando que la efectividad del tratamiento aplicado aumenta en el
tiempo. Reducciones del microorganismo en jugo de mango con tratamiento fueron semejantes,
obteniéndose reducciones a niveles indetectables del microorganismo a partir de los siete dias de
almacenamiento, demostrandose diferencias significativas con los jugos de mango controles, en

ddnde se observa la supervivencia del microorganismo durante los 21 dias.

Como se menciond anteriormente la supervivencia y crecimiento de un patdgeno en la
produccion de productos crudos o no pasteurizados estdn dictados por sus capacidades
metabdlicas. Sin embargo, la manifestacion de esas capacidades puede ser ampliamente
influenciada por los factores intrinsecos y extrinsecos naturalmente presentes en el producto o por
factores impuestos en uno o varios puntos durante todo el sistema de produccion, como en este
caso seria su procesamiento (incorporacion de aditivos) y almacenamiento (en refrigeracion). E.
coli O157:H7 y Salmonella, son conocidas por su adaptacion a pH reducidos y subsecuentemente
exhiben una tolerancia incrementada en ambientes con altos niveles de estrés (Beuchat, 2002).

No obstante, la coexistencia con los microorganismos presentes naturalmente en las frutas

y vegetales pueden afectar de forma positiva o negativa su desarrollo. Wells y Butterfield (1997)
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determinaron que vegetables co-inoculados con Pseudomonas viridiflava y S. typhimurium,
contenian poblaciones de Salmonella aproximadamente tres veces mayor que vegetales
inoculados con Salmonella unicamente. A diferencia de ello, Janisiewicz y col. (1999) reportaron
que la inoculacion de Pseudomonas syringae en manzanas previene el crecimiento de E. coli

O157:H7.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos para ambos microorganismos, con
diferencias significativas (p<0,05) en la inactivacion de las poblaciones en jugos tratados con los
antimicrobianos durante el tiempo de almacenamiento en refrigeracion, E. coli O157:H7 result6
ser mas resistente al tratamiento aplicado, tal como lo expone Ahn y col (2007) donde afirman
que dicha bacteria es capaz de crecer y/o mantenerse a bajas temperaturas y en condiciones
acidas. Por otra parte S. Saintpaul es inactivada en ambos jugos desde el dia O para jugo de
naranja y el dia 1 para jugos de mango, lo cual indica que los factores intrinsecos del alimento
afectan la supervivencia del microorganismo, siendo este efecto mas notable en jugos de naranja
frescos lo cual puede deberse al contenido de acidos organicos asi como de otras sustancias

antimicrobianas propias del alimento y por factores extrinsecos mencionados con anterioridad.

5.6 Evaluacion del efecto antimicrobiano de compuestos de origen de plantas en
combinacion con un acido organico y una sal sobre la flora nativa y caracteristicas
fisicoquimicas de jugos de mango y naranja frescos durante 21 dias de

almacenamiento a 5° C.

Finalmente se estudio el efecto de las sustancias seleccionadas sobre la flora nativa y

caracteristicas fisicoquimicas de los jugos frescos. Se afiadié la combinacion de sustancias que
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resultd ideal para reducir los niveles de patdgenos estudiados y se incubaron por 21 dias a 5°C,

los resultados obtenidos se muestran en las figura 11-14 y las tablas 9 y 10.

5.6.1 Evaluacion del efecto antimicrobiano en jugos de naranja frescos.

En la figura 11 se observa el pH medido durante el tiempo de almacenamiento para jugos
de naranja tratados y no tratados con los antimicrobianos (ginseng 2%, &cido maélico 0,5% y
sorbato de potasio 0,05%). Observandose que el pH se mantuvo en el tiempo para los jugos con
tratamiento con valores minimos de 3,28+0,01 y méaximos de 3,54+0,08, detectandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto a los jugos controles (sin antimicrobianos)
donde el pH inicial (0 dias) es de 3,93+0,04 valor superior al obtenido en los jugos con
tratamiento, debido a la adicion de acido malico en los Gltimos, ademas se observé una tendencia
a disminuir el pH al avanzar el tiempo de almacenamiento en los jugos controles, lo cual puede
deberse al efecto del los productos del metabolismo de la flora nativa del jugo, la cual se ve
inactivada en jugos con tratamiento. Los valores obtenidos en jugos de naranja se encuentran
entre los intervalos reportados por Gebdhart (1972), que indica un pH entre 3,0 — 4,5 para el

zumo de naranjas.
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Figura 11. Cambios en los parametros pH (a) y acidez titulable (b), de jugo de naranja
tratado y sin tratar con antimicrobianos durante el almacenamiento a 5°C por 21 dias. Con
tratamiento (CT) (Ginseng 2%, Sorbato de Potasio 0,05%, Acido malico 0,5%), Sin
tratamiento (ST) (controles). Las letras mayusculas (A, B, C, D, E) sobre las barras indican
diferencias significativas (p<0,05) entre los tiempos de almacenamiento. Las letras
minusculas (a, b) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos por cada
tiempo de almacenamiento. Los valores son el promedio de dos determinaciones realizadas

por duplicado + desviacion estandar (n=4).
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Los valores de acidez titulable expresados en gramos de acido citrico por cada 100mL de
jugo de naranja con tratamiento se mantienen sin diferencias significativas (p<0,05) hasta los 7
dias y luego cambian mientras que entre tratamientos se observan diferencias significativas
(p<0,05) desde el principio del experimento, lo cual se muestra en la grafica b de la figura 11.
Los jugos controles presentaron una variacion de acidez de 0,64+0,01 inicialmente (0 dias) a
1,16+0,00 al finalizar el tiempo de almacenamiento, evidenciandose la presencia de bacterias
productoras de metabolitos reductores del pH y aumento de la acidez como es el caso de las

bacterias acido lacticas.

En el grafico a de la figura 12 se expresan los valores obtenidos durante el tiempo de
almacenamiento (21 dias) a 5°C de los solidos solubles expresados como °Brix. Se determinaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los jugos con antimicrobianos y los
jugos controles. Ademas se encontrd que los solidos solubles tendieron a aumentar ligeramente a
medida que pasaba el tiempo. Valores reportados por Palomino (2003) de sélidos solubles en
jugo de naranja comercial se encuentra entre 10,20-10,80 °Brix, valores inferiores a los obtenidos
inicialmente para jugos controles (11,68+0,07) y jugos con tratamiento (11,17+0,09). Estas

diferencias posiblemente se deben a la variedad de naranja utilizada por cada autor.
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Figura 12. Cambios en los parametros sélidos solubles (a) y color (b), en jugo de naranja
tratado y sin tratar con antimicrobianos durante el almacenamiento a 5°C. Con tratamiento
(CT) (Ginseng 2%, Sorbato de Potasio 0,05%, Acido malico 0,5%), Sin tratamiento (ST)
(controles). Las letras mayusculas (A, B) sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los tiempos de almacenamiento. Las letras
minasculas (a, b) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los agentes
antimicrobianos. Los valores son el promedio de seis determinaciones + desviacion

estandar.
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Las variaciones de los parametros luminosidad (L*) y cromacidad (a* y b*) mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los jugos controles y los jugos con
antimicrobianos, expresado en el grafico b de la figura 12, donde se observa que los pardmetros
con mayores diferencias son el a* y b*, indicando que el jugo control presentd una menor
intensidad de color que los jugos con aditivos afadidos, lo cual sugiere que los compuestos

empleados impartieron un aumento en la coloracion.

En el presente estudio se evalué ademas la actividad microbiolégica en el tiempo (0, 1, 3,
7, 14, y 21 dias) de almacenamiento en refrigeracion (5° C) de jugos de naranja tratados y sin
tratar mediante el contaje de los microorganismos aerobios mesoéfilos, aerobios psicrofilos,
mohos y levaduras, con el fin de evaluar la calidad o vida atil microbioldgica de los jugos. Los
aspectos climaticos y agricolas que afectan al ecosistema microbiano son ubicacidn geogréafica,
historia de precipitacion, viento, practicas de riego, precosecha, cosecha, y las practicas post-
cosecha, asi como también presencia de insectos, animales y aves. En la Tabla 9 se muestra la

evolucion de la flora nativa en jugos de naranja con antimicrobianos y jugos controles.

Se obtuvieron diferencias significativas (p<0,05) entre los jugos tratados y sin tratar
demostrando el efecto inhibitorio ejercido por los agentes antimicrobianos afadidos al jugo.
Ademas se puede observar que a medida que aumenta el tiempo de incubacion las poblaciones de

los diferentes microorganismos aumentan principalmente en los jugos sin tratamiento.
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Tabla 9. Evolucion de la flora nativa en jugos de naranja (Citrus sinensis L.) var.

“Valencia” tratados y no tratados durante 21 dias de almacenamiento a 5°C.

Jugo de naranja (control)

Jugo de naranja tratado con antimicrobianos *

Tiempo Aerobios Mohos y Aerobios Mohos y
mesofilos Psicréfilos ! levaduras ! mesofilos * Psicrofilos - levaduras *
dias
10 10 10 10
e (Log (Log1o (Log (Log (Logio (Log
UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)
0 <1,00% <1,00" <2,00% <1,00% <1,00™ <2,00%
1 <1,00% <1,00" <2,00% <1,00% <1,00™ <2,00%
3 2,90+0,03%% 2,040,065  2,29+0,40% <1,00" <1,00%" <2,00""
7 3,56+0,08“®  3,19+0,41°®  2,58+0,68% <1,00%° <1,00"° <2,00%°
14 4,94+0,02°%  529+0,05°*  4,82+0,03% <1,00%° 3,03+0,118° <2,00%°
21 6,100,025  6,24+0,09%  4,06+2,385 <1,00%° 2,91+0,04%°  263+0,735°

* Una combinacion de sorbato de potasio 0.05%, acido malico 0.5% y ginseng 2% fue usado como agente microbiano.

! Los valores son el promedio de dos determinaciones por duplicado (n= 4) % desviacién estandar

Letras mayusculas (A, B, C, D, E) en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) durante el
tiempo de almacenamiento.

Letras minGsculas entre columnas por microorganismo indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos

(p<0,05)
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5.6.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano en jugos de mango frescos.

En el grafico a de la figura 13 se observa el pH medido durante el tiempo de
almacenamiento para jugos de mango tratados y no tratados con los antimicrobianos (ginseng
2%, acido malico 0,5% Yy sorbato de potasio 0,05%). Observandose que el pH se mantuvo en el
tiempo para los jugos con tratamiento con valores iniciales (0 dias) de 3,14+0,05 y finales (21
dias) de 3,46+0,01. Por otra parte, se determinaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre los jugos con antimicrobiano y jugos sin antimicrobianos (controles), donde el pH
del jugo control inicialmente (0 dias) es de 4,72+0,06 valor superior al obtenido en los jugos con
tratamiento, debido a la adicion de &cido malico en los Ultimos, ademas se observo una tendencia
a disminuir el pH al avanzar el tiempo de almacenamiento en los jugos controles, lo cual puede
deberse al efecto del los productos del metabolismo de la flora nativa del jugo, semejante a lo

obtenido en jugos de naranja controles, la cual se ve inhibida en jugos con tratamiento.

La acidez titulable expresada en gramos de &cido citrico por cada 100mL de jugo de
mango con tratamiento se mantiene sin diferencias significativas (p<0,05) hasta el tercer dia de
almacenamiento observandose una tendencia a aumentar en el tiempo restante, ademas entre
tratamientos se determinaron diferencias significativas (p<0,05) desde el inicio del tiempo de
almacenamiento, lo cual se muestra en la grafica b de la figura 13, con valores iniciales de
0,16+0,02 para jugos controles y 0,37+0,01 para jugos con tratamiento, debido a la adicion de

acido malico en los Ultimos.
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Figura 13. Cambios en los parametros pH (a) y acidez titulable (b), en jugo de mango
tratado y sin tratar con antimicrobianos durante el almacenamiento a 5°C. Con tratamiento
(CT) (Ginseng 2%, Sorbato de Potasio 0,05%, Acido malico 0,5%), Sin tratamiento (ST)
(controles). Las letras mayusculas (A, B, C) sobre las barras indican diferencias
significativas (p<0,05) entre los tiempos de almacenamiento Las letras minusculas (a, b)
indican diferencias significativas (p<0,05) entre los agentes antimicrobianos por cada
tiempo de almacenamiento. Los valores son el promedio de seis determinaciones +

desviacion estandar.
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En la figura 14 se muestran los valores obtenidos de solidos solubles (°Brix) y de color
(L*, a* y b*) determinados en jugos de mango con tratamiento y sin tratamiento (controles). En
el grafico a de la figura 14 se observa la variacion de los sélidos solubles, obteniéndose
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los tratamientos aplicados en jugos de
mango. Se observa que la composicion de solidos solubles tiende levemente a aumentar al
avanzar el tiempo de almacenamiento en jugos con tratamiento, lo cual puede indicar
degradacion de carbohidratos como almidones por hidrélisis acida aumentando el contenido de

solidos solubles o azucares.

Los parametros de luminosidad y cromaticidad en jugos de mango con y sin
antimicrobianos se muestran en el grafico b de la figura 14, determinandose diferencias
significativas (p<0,05) en todos los pardmetros estudiados (L*, a* y b*) entre tratamientos,
estableciéndose un aumento en la luminosidad (L*) y en el color rojo (+a*) en los primeros 14
dias de almacenamiento en los jugos con tratamiento, los cuales tienden a disminuir ligeramente
al avanzar el tiempo restante de almacenamiento, indicando que los antimicrobianos empleados

favorecen tanto la luminosidad como el color en los jugos de mango.
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Figura 14. Cambios en los parametros solidos solubles (a) y color (b), en jugo de mango tratado
y sin tratar con antimicrobianos durante el almacenamiento a 5°C. Con tratamiento (CT)
(Ginseng 2%, Sorbato de Potasio 0,05%, Acido malico 0,5%), Sin tratamiento (ST) (controles).
Las letras mayusculas (A, B, C, D) sobre las barras indican diferencias significativas (p<0,05)
entre los tiempos de almacenamiento. Las letras minusculas (a, b) indican diferencias
significativas (p<0,05) entre los agentes antimicrobianos por cada tiempo de almacenamiento.

Los valores son el promedio de seis determinaciones + desviacion estandar.
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A fin de conocer la calidad microbioldgica de jugos de mango, se realizaron
determinaciones de microorganismos aerobios mesoéfilos, aerobios psicréfilos, mohos y
levaduras, en el tiempo (0, 1, 3, 7, 14, y 21 dias) de almacenamiento en refrigeracion (5° C) de
jugos de mango tratados y sin tratar. En la Tabla 10 se muestra la evolucion de la flora nativa en

jugos de mango con antimicrobianos y sin antimicrobianos afiadidos.

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a partir del primer dia
de almacenamiento a 5°C hasta el dia 21 entre los jugos tratados y sin tratar evidenciandose la
actividad antimicrobiana de los compuestos empleados en los jugos con tratamiento. Dichas
diferencias se observan principalmente en el aumento de las poblaciones de microorganismos en

los jugos a los cuales no se les afiadieron los compuestos antimicrobianos sefialados.
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Tabla 10. Evolucion de la flora nativa en jugo de mango (Mangifera indica L.) var. “Haden”

tratado y sin tratar con antimicrobianos durante el almacenamiento a 5°C por 21 dias.

Jugo de mango sin antimicrobianos

Jugo de mango con antimicrobianos*

Tiempo Aerobios Mohos y Aerobios Mohos y
mesofilos*  Psicréfilos®  levaduras® mesofilos*  Psicréfilos!  levaduras*
(dias)
(Log1o (Log1o (Log1o (Log1o (Log1o (Logio
UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)  UFC/mL)
0 <1,00" <1,00" <2,00" <1,00™ <1,00" <2,00"
1 2,410,075 <1,00" 2,230,295 <1,00"" <1,00 <2,007"
3 2,450,055 <1,00" 2,150,175 <1,00"" <1,00* <2,007"
7 3,62+0,04°*  1,18+0,10%*  2,00+0,20% <1,00"" <1,00"° <2,007"
14 4,68+0,09°  341+0,05°®  2,50+0,58% <1,00% <1,00% <2,00%
21 6,99+0,02%  526+0,12°*  2,22+0,26% <1,00% 2,20£0,03*  <2,00%

*Una combinacion de sorbato de potasio al 0,05%, acido malico al 0,5% y ginseng al 2% fue afiadida como antimicrobianos.
! LLos valores son el promedio de dos (2) determinaciones en duplicado (n=4) + Desviaci6n estandar

Letras mayusculas (A, B, C, D, E) en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) durante el
tiempo de almacenamiento.

Letras minusculas diferentes entre columnas por microorganismo indican diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos (p<0,05)

A partir de los resultados obtenidos de la efectividad antimicrobiana asi como de la
constancia en los parametros fisicos quimicos del tratamiento aplicados tanto en jugos de naranja
como en jugos de mango en el periodo del almacenamiento durante 21 dias a 5°C, se observé que
las caracteristicas como pH y acidez titulable se mantienen casi constantes en el tiempo de
almacenamiento, en cuanto a color se determin6 un aumento inicial principalmente en los indices
de luminosidad y color rojo, ademas se observd que los pigmentos responsables del color

amarillo, naranja y rojo se mantienen durante el periodo de vida util analizado en contraste a la
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disminucion de dichos indices (a* y b*) en los jugos controles. Por otra parte la inhibicién de la
flora nativa en jugos de naranja tratados fue bastante notable, los psicréfilos, mohos y levaduras
fueron inactivados hasta el dia 14 y 21 respectivamente con contajes de 3,03 y 2,63 unidades
logaritmicas decimales al culminar el tiempo de almacenamiento, a diferencia de la inhibicién de
aerobios mesofilos en el transcurso y en su totalidad del tiempo de almacenamiento. En cambio
en jugos de mango la inhibicion de microorganismos aerobios mesofilos, mohos y levaduras por
parte de los antimicrobianos empleados fue efectiva en la totalidad del tiempo de almacenamiento
(21 dias), a diferencia de los microorganismos psicréfilos los cuales se detectaron a partir del dia
21 con un nivel de 2,20+0,03 unidades logaritmicas decimales, a diferencia del aumento de las

poblaciones de los microorganismos evaluados en los jugos sin tratamiento.

5.7 Evaluacion sensorial de jugos de mango y naranja frescos con y sin

antimicrobianos afiadidos.

La evaluacion sensorial se realizd aplicando una prueba sensorial afectiva a jugos de
mango Yy naranja tratados y no tados con los antimicrobianos (ginseng 2%, acido malico 0,5%,
sorbato de potasio 0,05%), empleando una escala heddnica del 1 (me disgusta mucho) al 9 (me
gusta mucho) con un panel piloto de consumidores de 30 personas no entrenadas, en una edad
comprendida entre 20 y 60 afios, con la que se evaluaron atributos como olor, color, sabor, acidez
y apreciacion global. En la tabla 11 y 12 se muestran los resultados obtenidos para la aceptacion

de jugos de mango y naranjas tratados y no tratados con los compuestos antimicrobianos.
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Tabla 11. Evaluacion sensorial del jugo de mango tratado y sin tratar con antimicrobianos

el mismo dia de su preparacion.

Valores !
Atributos Jugo de mango sin Jugo de mango con
antimicrobianos antimicrobianos*
Olor 7,66 + 2,44 8,40 +2,31°
Color 8,72 +1,44° 7,06 +1,38°
Sabor 7,76 £ 2,05 6,16 + 1,94°
Acidez 5,62 + 1,98 8,74 £ 2,47
Global 7,08 £ 2,42° 4,70 +2,44°

*Una combinacion de sorbato de potasio al 0,05%, acido malico al 0,5% y ginseng al 2% fue afiadida como antimicrobianos.
! Los valores son el promedio de 30 determinaciones + Desviacién Estandar

Letras minasculas diferentes entre columnas por atributo indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(p<0,05)

A partir de los valores provenientes de la prueba sensorial de los jugos de mango con y
sin tratamiento, preparadas el mismo dia se puede concluir que hay diferencias entre ambas
muestras en cuanto a la aceptacién, observandose que el sabor, el olor y el color no mostraron
diferencias significativas entre jugos tratados y no tratados, sin embargo el atributo acidez y la
aceptacion global si mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), con una
mayor aceptacion global en jugos de mango no tratados. Este resultado podria ser atribuido al
hecho de que los jugos no contenian azucar afiadida lo que permiti0 que se detectara mas
facilmente la caracteristica de acidez, la cual fue la que influyo notablemente en la aceptacion por

parte del consumidor.
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En la tabla 12 se muestra la aceptacion en jugos de naranja con y sin antimicrobianos
afiadidos, evidenciandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para el atributo
acidez, siendo éste mas aceptado en jugos sin tratamiento, asimismo no se determinaron
diferencias en cuanto a los demas atributos, no obstante la aceptacion global de ambos tipos de
muestra es bastante baja siendo menor para jugos de naranja con antimicrobianos afiadidos. Este
resultado puede ser consecuencia de la materia prima utilizada para la elaboracion del jugo, ya
que el valor promedio de aceptacion del jugo control (sin antimicrobianos) se encontrd por

debajo de 5,00 que seria el punto medio en la escala hedénica empleada.

Tabla 12. Evaluacion sensorial del jugo de naranja tratado y sin tratar con antimicrobianos

el mismo dia de su preparacion.

Valores !

Atributos Jugo de naranja sin . . .
o ) Jugo de naranja con antimicrobianos*
antimicrobianos

Olor 6,82 +2,03" 7,92 +2,96°
Color 8,32 +2,04° 7,34 +2,07°
Sabor 7,10 +2,20° 6,26 + 2,46°
Acidez 8,02 +2,58° 5,18 +1,76°
Global 4,64 +2,72° 2,15 +2,48°

*Una combinacion de sorbato de potasio al 0,05%, acido malico al 0,5% y ginseng al 2% fue afiadida como antimicrobianos.
! Los valores son el promedio de 30 determinaciones + Desviacion Estandar

Letras minGsculas diferentes entre columnas por atributo indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(p<0,05)
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6. CONCLUSIONES

La totalidad del los extractos de plantas estudiados (Aloe vera, extracto de semillas y
cascara de uvas rojas, Ginkgo biloba y Ginseng) mostraron actividad antimicrobiana
contra Salmonella entérica serv. Saintpaul y E. coli O157:H7 pero en diferentes niveles,
siendo el Ginseng el que resultd mas efectivo.

Los tratamientos con compuestos antimicrobianos aplicados segun un disefio factorial de
multiples niveles que resultaron mas efectivos fueron aquellos que incluian las mayores
concentraciones de &cido malico (0,5%), sorbato de potasio (0,05%) y Ginseng (2%),
determindndose un efecto sinergistico bactericida al emplear las sustancias en conjunto,
siendo el efecto mucho mayor que al emplear individualmente cada antimicrobiano.

La combinacion de compuestos antimicrobianos que de acuerdo a los resultados del
disefio factorial multinivel resulté mas efectiva contra Salmonella entérica serv. Saintpaul
y E. coli O157:H7 en jugos de naranja y mango filtrados y esterilizados fue: ginseng 2%,
ac. malico 0,5% y sorbato de potasio 0,05%.

Reducciones de la poblacion de Salmonella entérica serv. Saintpaul hasta niveles
indetectables en jugos de naranja y mango frescos almacenados a 5°C por 21 dias fueron
encontradas a los 0 y 1 dia de almacenamiento respectivamente.

E. coli O157:H7 resultd ser més resistente al tratamiento con ginseng 2%, ac. malico
0,5% y sorbato de potasio 0,05% en jugos de naranja y mango frescos almacenados a 5°C
por 21 dias observandose una reduccién total de la poblacion a los 7 dias.

El empleo de ginseng 2%, ac. malico 0,5% Yy sorbato de potasio 0,05% en jugos de

naranja almacenados por 21 dias a 5°C mostro un efecto bactericida en poblaciones de
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aerobios mesdfilos, y una inhibicidn del crecimiento en psicrofilos, mohos y levaduras,
demostrando aumentar la vida util de este producto.

El empleo de ginseng 2%, &c. malico 0,5% Yy sorbato de potasio 0,05% en jugos de
mango almacenados por 21 dias a 5°C mostr6 un efecto bactericida en poblaciones de
aerobios mesofilos, mohos y levaduras, mientras que solo inhibié el crecimiento de
psicrofilos, demostrando aumentar la vida Gtil de este producto.

Los parametros fisicoquimicos como pH y acidez titulable de los jugos de frutas tratadas
se mantuvieron casi constantes en el tiempo, debido a que el tratamiento con sustancias
antimicrobianas retraso el proceso de senescencia del jugo e inhibid el crecimiento de la
flora nativa.

Los indices de color L*, a* y b* aumentaron significativamente en lo jugos de frutas
tratados con los antimicrobianos, favoreciendo las caracteristicas como luminosidad, color
amarillo y rojo principalmente.

Los resultados obtenidos en el estudio de evaluacion sensorial demostraron que el
tratamiento con ginseng 2%, ac. malico 0,5% y sorbato de potasio 0,05% influyo en la
aceptacién de los jugos de mango y naranja por el consumidor, siendo el atributo mas

afectado la acidez.
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7. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar mas estudios para evaluar el efecto antimicrobiano de diferentes compuestos
de origen natural, aplicados solos 0 en combinacion con otros métodos de conservacion para

garantizar la calidad e inocuidad y reducir el impacto sobre los atributos sensoriales de los jugos.
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9. ANEXO

9.1 Disefo factorial multi-nivel

Antimicrobiano Salmonella E. coli O157:H7

Ac. Mélico

Repeticiones Sorbato K.

AN NN A A A A A N cAATNNNNNNAN-AAAAAANAANNNN

N A A A NdNTATNNdNNNAAN—AA"ANANATANN—ATANNN - -

NN AN NN AT NN A A A AN A NANNANNAANN A A A AN A

A A A A A A A A A A A A A A AANNNNNNNNNNNNNNNAN

99



9.2 Evaluacion sensorial

9.2.1 Encuesta empleada:

PRODUCTO: Jugo de Naranja 6 Mango

Juez n°

Muestra:

OLOR 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
COLOR 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
SABOR 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
ACIDEZ 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
GLOBAL 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho

Muestra:

OLOR 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
COLOR 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
SABOR 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
ACIDEZ 1 9

Me desagrada mucho | | Me gusta mucho
GLOBAL

Me desagrada mucho

<+ ©

Me gusta mucho
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Muestra:

OLOR
Me desagrada mucho

COLOR
Me desagrada mucho

SABOR
Me desagrada mucho

ACIDEZ
Me desagrada mucho

GLOBAL
Me desagrada mucho

1 9
] ]
T T
1 9
| |
T T
1 9
] ]
T T
1 9
] ]
T T

+ ©

Me gusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta mucho

De acuerdo a los atributos evaluados en las muestras, en qué orden de preferencia compraria los

productos probados.

10

20

30

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS




9.2.2 Tabla de numeros aleatorios para la designacion de las muestras de la evaluacion

sensorial.
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