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RESUMEN

El aumento de la poblacion y la preocupacién en los consumidores por adquirir alimentos
frescos, inocuos y saborosos; ha creado la necesidad de usar empaques amigables con
el ambiente. El uso de recubrimientos comestibles enriquecidos con bacteriocinas puede
ayudar a resolver el problema de la contaminacion microbiana de los alimentos listos para
comer sin alterar la frescura y el sabor. En este trabajo de investigacion se elaboraron
biopeliculas tipo recubrimiento con nisina inmovilizada empleando caseina como
polimero (2.5 y 5.0 g/mL) y glicerol como plastificante (2.5 y 5.0 mL/mL), esto es, las
condiciones experimentales de trabajos previos con el proposito de reproducir las
propiedades fisicoquimicas. Después se caracterizé fisicoquimicamente leche de bovino
recién obtenida de un rancho local empleando pruebas rapidas (pH, temperatura, prueba
de alcohol, acidez y densidad). Se elabordé queso de pasta hilada (queso de hebra)
empleando el método de fermentacién enzimatica, se utilizé un proceso de malaxado en
agua caliente a 70 °C y un proceso de refrigeracion a 4°C. Los recubrimientos se
aplicaron a las muestras de queso de hebra preparados en la etapa correspondiente y se
dejaron reposar en refrigeracion por 3 dias. Después, los quesos fueron analizados
microbiolégicamente; se determiné mesdfilos aerobios, mohos y levaduras y coliformes
totales. Los resultados en leche mostraron valores de pH en 6.6, acidez en 24.5 °D,
temperatura en 25.9 °C, densidad en 1.026 g/mL y prueba de alcohol negativa en leche
durante todo el experimento. El recuento de terméfilos (55 °C) fue negativo en todos los
tratamientos con nisina, en mesofilos (35 °C) la media fue T2, T3 < T1<T4 respecto a los
blancos. En bacterias psicrotréficas (20 °C) la media fue T1<T3<T2<T4 respecto a los
blancos con UFC/g menor, mientras que en psicrofilicas (5 °C) no hubo crecimiento en
los tratamientos y en blancos. Los resultados de mohos y levaduras (25 °C) la media fue
T1<T4<T2<T3 respecto a los blancos con un crecimiento mayor. Mientras que coliformes
en placa (24 °C) solo hubo crecimiento en T4<T2. Estos resultados preliminares muestran
la aplicacién de las biopeliculas como recubrimientos de queso de hebra, un alimento de
alto consumo local, con inhibicion en mesdfilos aerobios, mohos y levaduras y coliformes

totales.

Palabras clave: bacteriocina, coliformes, leche de bovino, mesdfilos aerobios, nisina, queso de hebra

Xl



ABSTRACT

The increase in population and consumer concern about purchasing fresh, safe and tasty
foods; has created the need to use friendly packaging. The use of edible coatings enriched
with bacteriocins can help solve the problem of microbial contamination of ready to eat
foods without altering freshness and flavor. In this study, coating-type biofilms were
prepared with immobilized nisin using casein as polymer (2.5 and 5.0 g/mL) and glycerol
as plasticizer (2.5 and 5.0 mL/mL), that is, the experimental conditions of previous works
with the purpose to reproduce the physicochemical properties. Freshly obtained bovine
milk from a local ranch was then physicochemical characterized using rapid tests (pH,
temperature, alcohol test, acidity and density). Pasta filata cheese (string cheese) was
made using the enzymatic fermentation method, a hot water malaxation process at 70 °C
and a refrigeration process at 4 °C were used. The coatings were applied to the string
cheese samples prepared in the corresponding stage and allowed to rest in the
refrigerator for 3 days. After, the cheeses were microbiologically analyzed; Aerobic
mesophiles, molds and yeasts and total coliforms were determined. The results in milk
showed pH values pH 6.6, acidity 24.5 °D, temperature 25.9 °C, density 1.026 g/mL and
negative alcohol test in milk throughout the experiment. Thermophiles (55 °C) was
negative in all treatments with nisin, in mesophiles (35 °C) the average was T2, T3 < T1
< T4 compared to target. Psychrotrophic bacteria (20 °C) the average was T1<T3<T2<T4
compared to target with lower CFU/g, while in psychrophilic bacteria (5 °C) there was no
growth in the treatments. The results for molds and yeasts (25 °C) averaged
T1<T4<T2<T3 compared to the whites with greater growth. While in plate coliforms (24
°C) there was only growth in T4<T2. These preliminary results show the application of
biofilms as coatings for string cheese, a highly consumed food locally, with inhibition of

aerobic mesophiles, molds and yeasts, and total coliforms.

Key works: bacteriocin, coliforms, bovine milk, aerobic mesophiles, nisin, string cheese

X1l



l. INTRODUCCION

. INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision alimentaria son un factor primordial y de suma
importancia para la salud a nivel mundial, son el principal motivo de morbilidad y
mortalidad y es una de las principales causas de la delimitacion del desarrollo econémico.
Los alimentos producidos en paises en desarrollo y subdesarrollo son mas susceptibles
a la contaminacion debido a multiples factores como, la falta de acceso al agua potable
para la desinfeccion y preparaciéon de los alimentos, higiene personal deficiente y
manipulacion inadecuada, transporte y almacenamiento inadecuado (Bisht et. al., 2021;
Zheng et. al.,2023). El consumo de quesos artesanales esta relacionado con brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos; estos quesos son producidos principalmente
con el objetivo de comercializarse. Estos quesos son elaborados con tecnologias
tradicionales en pequefios lotes y con la menor mecanizacién posible, por lo general este
proceso es largo y tiene que estar monitoreado (Rangel et. al., 2023). El queso Oaxaca
es un queso tradicional popular, siendo este uno de los preferidos y consumidos por los
mexicanos, con una suavidad caracteristica, cuenta con una textura fibrosa Unica y un
sabor suave. Su proceso de elaboracion viene es similar al queso mozzarella (Rodriguez
et. al., 2014). Los alimentos perecederos como las frutas, verduras, productos carnicos y
lacteos como los quesos, son los de mayor relacion con las enfermedades de transmision
alimentaria (Chaudhari et. al., 2023). La contaminacion en los quesos puede tener origen
quimico, fisico y bioldgico, sin embargo, estos dos ultimos son los mas estudiados. Los
peligros fisicos comunmente reportados en diversas investigaciones en los productos
lacteos son objetos extrafios, cabello, pedazos de tela, insectos; mientras que los peligros
biolégicos mas comunes en los quesos son, Salmonella spp, Listeria monocytogenes, E.

coliy S. aureus (Chavez Martinez et. al., 2019).

En la actualidad debido a los problemas medioambientales y de sostenibilidad se esta
fomentando el uso de nuevos métodos de conservacion, entre los cuales se encuentran los
recubrimientos comestibles con el uso de antimicrobianos, estos representan una buena
opcion puesto que al igual que los recubrimientos que se utilizan convencionalmente en la
conservacion de los alimentos (cera, parafina, cloruro de polivinilo) ya que previenen el

deterioro y prolongan la vida util; ademas de esto, los recubrimientos comestibles pueden

14


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0956713520305466?via%3Dihub
https://doi.org/10.1016/j.jfp.2023.100136
https://doi.org/10.1016/j.jfp.2023.100136
https://doi.org/10.1016/j.jfp.2023.100136
https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2023.105612
https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2023.105612
https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2023.105612
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.004
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.004
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.004
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.004
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813023045865
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813023045865
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813023045865
https://www.scielo.br/j/cta/a/Xfr8vVk8PcSKg4HqSS455qn/
https://www.scielo.br/j/cta/a/Xfr8vVk8PcSKg4HqSS455qn/
https://www.scielo.br/j/cta/a/Xfr8vVk8PcSKg4HqSS455qn/

l. INTRODUCCION

actuar como portadores de agentes antimicrobianos aportando multiples ventajas frente a
los recubrimientos elaborado a con materiales convencionales (Costa et. al., 2018).

En las ultimas décadas se han hecho diversos estudios que destacan a las bacteriocinas
como conservantes antimicrobianos de alimentos, en frutas y verduras, carnes, jugos y
productos lacteos. Entre estas bacteriocinas se encuentra la nisina, esta ha sido
ampliamente estudiada entre todas las bacteriocinas y cuenta con la aprobacion para su
aplicacién en los alimentos como GRAS (generalmente reconocidas como seguras)
(Verma et. al., 2022).
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Il. MARCO TEORICO
Il. MARCO TEORICO

2.1. Leche de bovino

La NOM-243-SSA1-2010 define a la leche como la secrecion natural de las glandulas
mamarias de las vacas sanas o de cualquier otra especie animal, excluido el calostro.
Para la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO),
la leche es uno de los alimentos de mayor consumo alrededor del mundo. Este alimento
no solo juega un papel importante a nivel nutricional, sino que también es un factor
importante en la economia. El consumo mundial de leche y sus derivados supera los 6
mil millones de consumidores (Luiz et. al., 2018). La leche bovina es la leche fresca o no
pasteurizada mas consumida por los seres humanos y representa el 83% de la
produccion mundial de leche, seguida de la leche de bufala con el 13%, la leche de cabra
con un 2%, leche de oveja con un 1% y la leche de camello con un 0.3% (Becker et. al.,
2016). No se dispone de estadisticas para otro tipo de especies animales como los
caballos, burros y los yaks, pero la contribucion a la produccion de leche no corresponde
a mas del 0.1% (Claeys et. al., 2014). La leche bovina aporta beneficios significativos
para personas de diversas edades, como fomentar el crecimiento, prevencion de
infecciones gastrointestinales, incremento de la funcidn del sistema inmunolégico, mejora
del rendimiento fisico y reduccién de la presion arterial; en otra palabras la leche contiene
los componentes necesarios para que los mamiferos recién nacidos crezcan y se
desarrollen (Ning et. al., 2024). Su composicion comprende de proteinas (3-3.9%),
lactosa (4.4-5.6%), grasas (3.3-5.4%) y minerales (0.7-0.8%). La leche es una fuente
dietética de una variedad de micronutrientes importantes, en los que se incluye el calcio,
fésforo, magnesio, zinc, yodo, potasio, vitamina , vitamina B, vitamina B12 y vitamina B2
(Drory Allen, 2014); a estos componentes se atribuyen las caracteristicas bioquimicas y
nutricionales, y la energia derivada se debe a la alta presencia de fraccion de lactosa
(Luiz et. al ., 2018; Roy et. al., 2020). La leche es un producto perecedero, no se debe de
almacenar por mucho tiempo, sin embargo, la mayor parte de la produccion lactea se

consume en forma de productos lacteos frescos (FAO, 2019).
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2.2. Quesos

Los productos lacteos son consumidos alrededor de todo el mundo debido a sus
caracteristicas nutricionales y funcionales. Este grupo de productos se consume en todos
los rangos de edades debido a sus propiedades saludables, siendo uno de estos
productos el queso; este cuenta con un precio elevado si se compara con otros productos
lacteos (Abedini et. al., 2023). El queso es un producto lacteo muy popular en todo el
mundo, este producto es uno de los mas antiguos e importantes, este se elabora de
diferentes sabores, tipos y apariencias, es considerado una fuente dietética importante
de proteinas, grasa y otros componentes; por ello mismo la evaluacion de los atributos
de calidad es fundamental tanto para los consumidores como para la industria (Lei y Sun,
2019).

El queso es el nombre que se les da a un grupo de productos alimenticios fermentados
que se producen en una gran escala de sabores y formas alrededor de todo el mundo.
No obstante, el objetivo de preparar queso es conservar los principales componentes de
la leche, el queso ha estado en constante desarrollo hasta transformarse en un alimento
de alta cocina con cualidades caracteristicas, ademas de ser un alimento de aportacion
nutrimental (McSweeney et. al., 2017). El queso es un alimento lacteo importante, su
importancia se refleja en el hecho de que aproximadamente el 30% de la poblacion
mundial se utiliza para la elaboracién de queso (Bittante et. al., 2022). Este se ha
producido desde hace miles de afios y se ha adaptado a las condiciones técnicas,
sociales y econdmicas de diversas partes del mundo. Ademas, los procesos tecnoldgicos
que se asocian con el entorno de fabricaciéon dan aspecto a la quimica y microbiologia de
los quesos locales, que eventualmente desarrollan las caracteristicas visuales, de olor y
textura que reflejan y personifican la identidad del queso tradicional (Dugat-Bony et al.,
2016). Tradicionalmente, el queso se fabrica convirtiendo la leche fluida en una masa
semisolida haciendo uso de un agente coagulante como cuajo. Este producto puede
variar en sus caracteristicas, incluido el color, sabor y la firmeza que comunmente pueden
atribuirse a la tecnologia de produccion, el origen de la leche, contenido de humedad y el

tiempo de envejecimiento (para quesos madurados) (Santiago-Lopez et. al., 2018).
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La composicién quimica del queso (contenido de proteinas, grasa y humedad) influye de
manera significativa en la calidad del queso puesto que se encuentra influenciada por el
rendimiento de la produccion y ejerce un papel directo en la seguridad microbioldgica,
vida util, textura, protedlisis y las propiedades funcionales del queso. Estos parametros
son variados dependiendo el tipo de queso, determinando su forma final de consumo, es
decir consumo directo o bien utilizado como ingrediente en otros alimentos como pastas,
pizzas, etc. (Bilhar et al., 2024).

Los quesos se clasifican segun los criterios siguientes: tomando en cuenta la especie de
hembras lactantes (vacas, bufalas, cabras, etc.), tipo de coagulante (microbiano, vegetal,
animal, quimico), tiempo de maduracion (fresca, corta, media o larga), las propiedades
de textura (muy blando, blando, firme/semiduro, muy duro), la proporcion de grasa con
respecto a la materia seca (sin grasa, baja en grasa, media en grasa, entera y alta en
grasa) (Bittante et. al., 2023). Existe una gran variedad de quesos que se elaboran a base
de leche bovina, ovina, caprina, o bufala, bacterias de acido lactico (BAL). En la
actualidad podemos encontrar un cuantioso comercio internacional de las variedades de
quesos siendo la mayoria de estos producidos en diversos paises. No hay registros de
una lista definitiva, pero se tiene en cuenta que hay un valor aproximado de 1000
variedades de quesos (McSweeney et. al., 2017).

Los factores responsables de la amplia gama de variedades de quesos que se producen
alrededor de todo el mundo son el tipo de leche, los pretratamientos que se le realizan a
la leche, los tipos de iniciadores microbianos que se utilicen, el método y la intensidad de
la acidificacién, el agente coagulante y las condiciones de coagulacién, la coccion y el
corte de la cuajada, la adiciébn de hierbas y/o especias, el proceso de escurrido y
prensado, la técnica de salado, el tratamiento que se le dé a la corteza, las condiciones
y el tiempo de maduracion. Todos estos atributos dan lugar a las especificaciones de los
diferentes tipos de quesos en cuanto a términos de sus caracteristicas sensoriales
(Bittante et. al., 2023).

Asi mismo diversos investigadores han realizado estudios sobre los efectos de las
caracteristicas de la leche bovina en los perfiles sensoriales del queso investigado, la
influencia de los animales lactantes y los factores ambientales. En estas investigaciones
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se han estudiado el efecto de la raza, etapa de lactancia, el estado de la salud del animal,
el tipo de alimentacion sobre los perfiles sensoriales de los quesos. La percepcién de las
caracteristicas sensoriales en los quesos tiene gran influencia en las decisiones de
consumo y en los comportamientos que guardan relacion con los alimentos (Cipolat-Gotet
et. al., 2018).

La produccion de queso ha ido creciendo en los ultimos 20 afios a una tasa promedio
anual de aproximadamente 1.5%. esto se puede atribuir al creciente aumento de la
poblacidn, el ingreso per capita, las nuevas tendencias alimentarias, el nuevo estilo de
vida, el uso del queso como ingrediente en diferentes platillos y los sectores industriales
(Korakhashvili y Jeiranashvilib, 2016). Este sector lacteo ha presentado un aumento en
la demanda debido al reconocimiento que reciben algunos quesos como alimentos
funcionales, en particular en lo que respecta al aporte de prebidticos y probidticos; asi
mismo también presentan componentes como péptidos, polisacaridos, acidos grasos y
acidos organicos, todos conocidos como componentes bioactivos los cuales ejercen
efectos positivos en la salud del consumidor (Santiago-Lopez et. al., 2018).

El queso es un producto vulnerable en cuanto a contaminacion microbiana, esto
disminuye la vida util del producto provocando un riesgo significativo para la salud del
consumidor. Esta contaminacion frecuentemente es causada por bacterias, mohos y
levaduras los cuales propician el desarrollo de sabores desagradables generalmente
cuando el producto es almacenado sin embalaje (Hoda y Samah, 2021).

En la actualidad la queseria es una de las industrias mas importantes en México, esta
utiliza aproximadamente un 25% del total de la leche que se produce en el pais. Se estima
que los queseros artesanales o de pequefa escala utilizan al menos un porcentaje similar
de leche para la produccion de queso. La importancia de la industria quesera refleja que
el 70% de todo el queso mexicano proviene de producciones a pequefia escala. En
México se reconoce hasta la fecha cerca de 40 variedades diferentes de queso, siendo
las variedades mas importantes, el queso fresco, panela, Chihuahua y Oaxaca, debido a
sus altos volumenes de produccion ya sea por produccion artesanal, semi-mecanizada o
mecanizada (Gonzales-Cordoba et. al., 2016). En México la ley de salud y la norma oficial

NOM-243-SSA1-2010 son las encargadas de regular las normas de las practicas
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sanitarias y de seguridad para la elaboracion del queso, estas normas establecen los
valores maximos que son permitidos de carga microbiana en los quesos y derivados
lacteos (Tabla 1) (Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010), asi mismo establece
que el proceso de pasteurizacion de la leche debe de ser obligatoria, esto para asegurar

que el producto sea apto para su posterior consumo (Castro et. al., 2013).
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Tabla 1. Limites maximos de contenido microbiano para leche y derivados lacteos segun la NOM-243-SSA1-2010.

Microorganismo

Limite maximo

Productos

Organismos coliformes
totales

<100 UFC/g o mL
<50 UFC/gomL
<20 UFC/gomL

<10 UFC/go mL

Helados y sorbetes. Quesos de suero

Bases o0 mezclas para helados.

En punto de venta: Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado;
pasteurizados.

En planta: Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado;
pasteurizados o deshidratados. Mantequilla, cremas, leche condensada
azucarada, leche fermentada o acidificada, dulces a base de leche.

Staphylococcus aureus

<10 UFC/g o mL por
siembra directa
<100 UFC/gomL

1000 UFCl/g

Leche, férmula lactea y producto lacteo combinado pasteurizado.

Mantequilla, cremas, leche condensada azucarada, leche fermentada o
acidificada, dulces a base de leche. Quesos madurados y quesos
procesados.

Quesos frescos y quesos de suero.

Salmonella spp

Ausente en 25g o mL

Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado: pasteurizados y
deshidratados. Quesos frescos, madurados y procesados. Quesos de
suero.

Cremas, leche fermentada o acidificada, dulces a base de leche”,
helados, sorbetes y bases para helados. Mantequillas.

Escherichia coli

100 UFC/g o mL
<3 NMP/g o mL

<10 NMP/g

Quesos frescos.

Leche utilizada como materia prima para la elaboracidon de quesos.
Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado; deshidratados.
Quesos madurados y procesados.

Listeria monocytogenes

Ausente en 25g o mL

Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado;
pasteurizados **

Quesos. Quesos de suero.

Helados, bases para helados y sorbetes **.
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Vibrio cholerae *** Ausente en 25¢g Quesos frescos.
Helados, sorbetes y bases para helados.
Ausente en 50g Quesos de suero.
Enterotoxina Negativa Leche, férmula lactea y producto lacteo combinado;
estafilococcica deshidratados y la que se emplee como materia prima

para elaboracion de quesos.
Quesos frescos, madurados y procesados.
Helados, sorbetes y bases para helados.

Toxina botulinica** Negativa Quesos frescos, madurados y procesados, envasados
al alto vacio.
Mohos y levaduras 500 UFC/g o mL Quesos frescos, madurados*** y quesos de suero.
100UFC/g o mL Quesos procesados.
50 UFC/g o mL Bases 0 mezclas para helados.
Mesofilicos aerobios 200,000 UFC/g o mL Helados y sorbetes.
100,000 UFC/g o mL Bases para helado.

* Para aquellos que contienen chocolate, cocoa, coco, huevo y semillas. ** Se determinara Unicamente en situaciones de emergencia sanitaria, cuando la SSA de acuerdo a los resultados microbioldgicos detecte su
presencia, y ordenara la realizacion de un plan de trabajo por parte del fabricante o importador para controlar la presencia. *** Aquellos productos que para su maduracién requieren de hongos, pudieran estar fuera de

este limite.
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2.2.1. Queso de pasta hilada

Este queso, también conocido como queso Oaxaca, queso de hebra o quesillo, es un
queso de tipo pasta hilada o cuajada estirada, muy popular y uno de los productos lacteos
mas consumidos en México (Gonzales-Cordoba et. al., 2016). Es un queso tradicional
mexicano, su origen se remonta a finales del siglo XIX y principios del siglo XX
(Sepulveda y Chavez, 2016). El queso Oaxaca lleva este nombre en honor al estado de
Oaxaca, aparentemente su lugar de origen, en donde habitualmente se le conoce como
“quesillo” y en el resto de los estados como queso Oaxaca (Castro et. al., 2013).Este tipo
de queso es considerado como un queso fresco y puede llegar a contener un 50% de
humedad (Gonzales-Cordoba et. al., 2016). Las caracteristicas principales del queso de
hebra son el sabor suave y acido, alta cremosidad y buena fundibilidad. Este tipo de
quesos pueden ser elaborados a pequefia y mediana escala, en el proceso de su
elaboracién se puede utilizar leche cruda fermentada naturalmente y en los quesos
elaborados a gran escala se suele utilizar leche pasteurizada acidificada ya sea con
cultivos iniciadores o acidos organicos (Caro et. al., 2020).

El mercado mundial de los quesos de pasta filata se valoré en 55.492,8 millones de
dolares en el 2018, y se espera que esta taza crezca un 2% en el periodo del 2021 al
2028, alcanzando asi los 65.01 millones de dodlares en el 2028 (alrededor del 57% del
mercado mundial de queso) (Fusco et. al., 2022). En la tabla 2 se puede apreciar la
clasificacion de los quesos segun la NOM 121-SSA1-1994.

Los quesos de pasta filata-hilada tuvieron origen en las zonas del norte del mediterraneo,
que abarcan Italia, Grecia, los Balcanes, Turquia y Europa del este. En la actualidad estos
quesos aun se siguen elaborando en algunas regiones haciendo uso de métodos
tradicionales de la leche de vacas, cabras, bufalas de agua y ovejas, pero por otro lado
también existe la produccion a gran escala de quesos utilizando tecnologias nuevas. El
término pasta filata se deriva de una frase italiana que significa pasta hilada o cuajada
estirada. Esto hace referencia a un proceso unico de plastificacion y estiramiento
compartido por todos los quesos estilo pasta filata lo cual proporciona a este grupo de

quesos una autenticidad compartida (McMahon y Oberg, 2017).
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Tabla 2. Clasificacion de quesos segun la NOM 121-SSA1-1994.

Clasificaciéon Tipos de queso
Frescos

Frescales Panela, Canasto, Sierra, Ranchero,
Fresco, Blanco, Enchilado, Adobado

Pasta cocida Oaxaca, Asadero, Mozzarella, Del
Morral, Adobera.

Acidificados Cottage, Crema, Doble Crema, Petit
Suisse, Nuefchatel

Madurados

Prensados de pasta dura Anejo, Parmesano, Cotija, Reggianito

Prensados Cheddar, Chester, Chihuahua,
Manchego, Brick, Edam, Gouda,
Gruyere, Emmental, Cheshire,
Amsterdam, Butterkase, Coulomiers,
Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti,
Harzer-Kase, Herrgardsost, Huskallsost,
Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone,
Port Salut, Romadur, Saint Paulin,
Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.

c Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort,

on mohos . ,

Danablu, Limburgo, Brie

Procesados

Fundidos y para untar Amarillo

Este queso se elabora de manera tradicional con leche fresca de vaca. La cuajada
previamente acidificada se amasa en agua caliente para darle forma a las hebras. El
control de la acidez de la leche y la cuajada es importante para elaborar de manera
artesanal este tipo de queso. Este queso es ampliamente utilizado como ingrediente para
diferentes recetas de comida mexicana como tlayudas, quesadillas, entre otras (Ramirez
Rivera et. al., 2023).

La manera de comercializar el queso Oaxaca regularmente es mediante el envasado al
vacio, debido a que éste preserva por mayor tiempo su calidad (Fuentes et. al., 2015).
De acuerdo con el servicio de informacién agroalimentaria y pesquera (SIAP, 2017) en
México una mayor cantidad de personas prefiere el consumo de queso Oaxaca, su
consumo no solo se restringe dentro del pais si no también se comercializa en el exterior.
En el 2016, México logré exportar 1912 toneladas de quesillo, generando divisas a
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nuestro pais por 7 millones 96 mil dolares, siendo Estados Unidos el pais principal en
adquirir quesillo, sus compras estuvieron por encima de 6 millones 855 mil dolares el
mismo afio. Hay que mencionar ademas de que si la leche ha sido pasteurizada o no
antes de la elaboracion del queso Oaxaca, se deben de tomar en cuenta otros factores
que ponen en riesgo de contaminacion microbiana del queso, tales como la higiene del
ambiente y de los trabajadores asi como la posibilidad de una contaminacidn posterior al
procesamiento, en consecuencia la elaboracién de este queso debe de acompanarse de
una etapa de maduracion adecuada y una supervision microbiolégica continua hasta su
posterior distribucion y consumo (Yoon et. al., 2016). Los quesos son productos
altamente perecederos, en este sentido es importante desarrollar envases idoéneos para
inhibir el crecimiento de microorganismos patogenos durante la distribucién y

almacenamiento del producto para prolongar su vida util (Anjos et. al., 2023).

2.2.2. Microbiota del queso
El queso cuenta con una composicion microbiana muy diversa, esta puede variar desde

la parte de adentro hasta la superficie (Jonnala et. al., 2018), el microbioma del queso
varia segun el tipo de queso, de las condiciones ambientales y del procesamiento, de la
especie del origen de la leche, de los tratamientos térmicos (pasteurizacion, coccion,
refrigeracion) y las condiciones de maduracién del queso(Giagnoni et. al., 2023) a
diferencia del queso elaborado con leche pasteurizada, la microbiota de los quesos
elaborados a base de leche cruda es de naturaleza diversa y heterogénea. En general
las poblaciones microbianas del queso se pueden dividir en dos grupos: las poblaciones
iniciales, las cuales se encargan de impulsar el proceso de maduracioén, y las poblaciones
secundarias que se encargan de los aspectos sensoriales(O'Sullivan y Cotter, 2017). Los
quesos elaborados a partir de leche cruda tienen un tiempo de maduracidon mas corto que
los quesos elaborados con leche pasteurizada debido a su carga microbiana (Montel et.
al., 2014). Por ello mismo, un mejor conocimiento de la composicion del microbioma del
queso es importante para comprender el impacto que este tiene en las caracteristicas
sensoriales deseables o, por lo contrario, en la calidad negativa del queso (Giagnoni et.
al., 2023).
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2.2.2.1. Mohos y levaduras
Los microorganismos responsables del deterioro de los alimentos lacteos incluyen
bacterias Gram negativas y positivas, asi como una amplia gama de mohos y levaduras.
Los hongos (mohos y levaduras) destacan en el deterioro de los alimentos, estos pueden
encontrarse en entornos de produccién primaria, asi como en el area del procesamiento,
cabe resaltar que el deterioro causado por mohos y levaduras es responsable de una
gran pérdida y desperdicios alimenticios trayendo pérdidas econdémicas (Martin et. al.,
2022). Estos pueden propiciar defectos no visibles, como olores y sabores indeseados o
alteraciones que se vean a simple vista como la decoloracién (produccién de pigmentos)
o desarrollo en la superficie del alimento comprometiendo su vida util, la calidad y
seguridad del mismo (Di Renzo et. al., 2023). La contaminacion en los alimentos por
algunas especies de mohos y levaduras representan una amenaza para la salud de los
seres humanos y animales; algunos especies de mohos y levaduras son productoras de
micotoxinas, estas pueden llegar a representar cierto grado de toxicidad vy
carcinogenicidad llegando asi a afectar los sintomas neuropsiquiatricos y procesos
inmunoldgicos propiciando asi trastornos del neurodesarrollo, por esto la oportuna
deteccion de mohos y levaduras en alimentos es un factor importante para disminuir los
riesgos para la salud del consumidor asi como también el desperdicio de alimentos
(Ntakatsane et. al., 2021).
El deterioro por mohos representa un problema importante en la calidad del queso debido
a la capacidad para desarrollarse aun en condiciones de bajo oxigeno, actividad de agua
y niveles de carbohidratos en presencia de conservantes quimicos. Los mohos pueden
crecer de manera lenta a temperatura ambiente pero también a temperaturas de
refrigeracion causando efectos visibles y sensoriales. La susceptibilidad de los quesos al
deterioro causado por mohos va a depender de factores intrinsecos, asi como de factores
extrinsecos como: la calidad de las materias primas, actividad de agua, pH, las
condiciones de almacenamiento (temperatura, humedad relativa, tipo de envasado),
condiciones ambientales durante su elaboracién y su procesamiento (Martin et. al., 2022).
Se calcula que la contaminacién fungica representa entre el 5y 10% de la pérdida de los
alimentos en todo el mundo. Diversos productos lacteos, como el queso, el yogur, nata
agria y otros productos lacteos fermentados o concentrados, son mas susceptibles al

deterioro fungico; esta contaminacion puede producirse a lo largo de la toda la cadena

26



https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996923004908?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996923004908?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996923004908?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0956713521003121?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0956713521003121?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0956713521003121?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780081005965230175?via%3Dihub

ll. MARCO TEORICO

de transformacion de los productos lacteos, desde el inicio de la produccién primaria
hasta la terminacion del producto. El entorno de procesamiento es la fuente que guarda
relacion con la contaminacién fungica de los productos alimenticios. La contaminacion
por levaduras también puede transmitirse por el aire, aunque por lo general es mas
comun que se origine en las superficies de trabajo, ingredientes (frutas, preparativos) y
el entorno de la produccién (Buehler et. al., 2018).

El control en el desarrollo de mohos y levaduras causantes en la descomposicion de los
productos lacteos se puede realizar mediante diversos enfoques como por ejemplo:
aplicando las buenas practicas de fabricacién en las instalaciones de procesado; la
gestion de la materia prima y el control en el desarrollo de mohos y levaduras utilizando
estrategias como cultivos protectores, conservantes y estrategias de envasado (Martin
et. al., 2022).

2.2.2.2. Bacterias coliformes
Las bacterias coliformes que se encuentran presenten en los alimentos son indicadores

de mala higiene en la manipulacion de los alimentos, especialmente en aquellos
alimentos que no son tratados por el efecto de calentamiento. La seguridad de los
alimentos crudos depende principalmente de la higiene con la que se manipulen
(Krahulcov et. al., 2022).

Las bacterias coliformes son un grupo de bacterias gram negativas, anaerobias
facultativas que tienen forma de bastdén, tienen la capacidad de fermentar lactosa
produciendo acidos y gases en 48 h a una temperatura de 32 a 35°C (Trmcic et. al.,
2016). Los coliformes se encuentran presentes en el suelo, agua no tratada, la superficie
de los equipos y las heces. Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter son los
géneros que pertenecen al grupo de los coliformes, pero solo Escherichia coli reside en
el tracto intestinal de humanos y animales como habitat natural (Perin et. al., 2019). Las
bacterias coliformes pueden tener su origen en una variedad de fuentes en el ambiente
de la granja lechera, materiales vegetales, equipos y fuentes fecales. Los niveles altos
de coliformes en la leche cruda (>1000 UFC/mL) pueden indicar practicas poco higiénicas

de salubridad, una refrigeracién inadecuada o la presencia de mastitis por coliformes.
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Las vacas con mastitis en el ordefio pueden introducir coliformes en la leche cruda en los
tanques de almacenamiento, por lo que el recuento de las células somaticas también se
puede correlacionar con la presencia de bacterias coliformes. La vaca puede llegar a
presentar mastitis por factores como el estiércol, el suelo y el agua (Martin et. al., 2016).
Estas bacterias eran utilizadas como indicadores de contaminacion fecal. Sin embargo,
como estas bacterias se encuentran distribuidas en la naturaleza independientemente de
las heces, ahora se les considera indicadores sanitarios. Asi mismo las bacterias
coliformes producen malos sabores por lo que también son utilizados como indicadores
de calidad, por esto mismo, los niveles de coliformes se miden en la carne, productos del

mar y productos lacteos (Tominaga., 2019).

2.2.2.3. Mesdfilos y termoéfilos aerobios

Las bacterias termofilas y mesofilas preocupan a la industria alimentaria debido a sus
esporas altamente resistentes (algunas llegan a sobrevivir incluso a 125°C por tiempos
de hasta 30 minutos) y enzimas de deterioro termoestables, igualmente del potencial del
deterioro, el caso de Bacillus cereus es conocido como un posible agente de intoxicacion
alimentaria, provocando dos tipos de intoxicacion alimentaria los cuales se conocen como
sindromes emético y diarreico. Se tiene informacion de la produccion de toxinas por parte
de estas bacterias (Sadiq et. al., 2016).

Las bacterias termdfilas son consideradas una fuente importante de contaminacion en
los alimentos puesto que su presencia tanto en el medio ambiente como en las materias
primas suponen riesgos para la seguridad alimentaria. Estas bacterias subsisten en
circunstancias calidas, con temperaturas de crecimiento de alrededor de 55°C. Una de
las principales razones de colonizacion de las bacterias termodfilas es que tienen la
capacidad de formar biopeliculas en superficies de acero inoxidable siendo este el
material comunmente utilizado en las lineas de produccion de leche en las granjas (Wang
et. al., 2021).

Las bacterias mesofilas son un grupo de bacterias que tienen la capacidad de
desarrollarse en presencia de oxigeno a temperaturas que oscilan entre 20 y 45°C con
una temperatura 6ptima entre 30 a 40°C (Amazara et. al., 2022). Este tipo de bacterias
es uno de los indicadores mas amplios, puesto que incluye a todas aquellas bacterias

que sean capaces de formar colonias en un periodo de tiempo de 24 horas, entre las

28



https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0167701219300867?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S016816051530163X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S016816051530163X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S016816051530163X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0963996921006542
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0963996921006542
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0963996921006542
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0963996921006542
https://www.researchgate.net/publication/361449495_MICROBIOLOGIA_DE_ALIMENTOS_RECUENTO_DE_LOS_MICROORGANISMOS_AEROBIOS_MESOFILOS
https://www.researchgate.net/publication/361449495_MICROBIOLOGIA_DE_ALIMENTOS_RECUENTO_DE_LOS_MICROORGANISMOS_AEROBIOS_MESOFILOS
https://www.researchgate.net/publication/361449495_MICROBIOLOGIA_DE_ALIMENTOS_RECUENTO_DE_LOS_MICROORGANISMOS_AEROBIOS_MESOFILOS

Il. MARCO TEORICO
bacterias mesofilas que comunmente podemos encontrar Proteus sp, Enterococos y
Pseudomonas. Las infecciones bacterianas en los consumidores se atribuyen
principalmente a las bacterias mesdfilas (Listeria  monocytogenes, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli), que por lo general encuentran un crecimiento optimo a

temperaturas de aproximadamente 37°C (Cruz Gil et. al., 2022).

2.2.2.4. Psicrofilicos y psicrotréficos

La refrigeracion es uno de los métodos de conservacion para mantener la frescura de los
alimentos, esto porque a bajas temperaturas las reacciones quimicas y microbianas que
pueden llegar a afectar a los alimentos se pueden retardar. Sin embargo, algunos
alimentos perecederos pueden llegar a dafiarse incluso en almacenamiento en frio, esto
debido a microorganismos que tienen la capacidad de adaptacion al frio (Qian et. al.,
2023). Dependiendo de la temperatura de crecimiento, los microbios de baja temperatura
se dividen en psicréfilicos y psicrotroficos (Zhang et. al., 2019).

En una definicion mas estricta las bacterias psicrofilicas son bacterias o arqueas
extremdfilas que tienen una temperatura éptima de crecimiento de aproximadamente 15
°C o menos, su temperatura maxima de crecimiento es de 20 °C y una temperatura
minima de crecimiento de 0 °C o menos. Estas bacterias se desenvuelven en entornos
de bajas temperaturas, como en sistemas de refrigeracién y congelacién. Estos
microorganismos han conseguido su adaptacion a nivel de sus membranas celulares, las
proteinas que las constituyen, asi como sus enzimas, lo que hace que puedan sobrevivir
a bajas temperaturas, siendo estas bacterias resultado de adaptaciones a bajas
temperaturas (Jin et. al., 2022).

Por otro lado, los psicrotroficos son bacterias o arqueas tolerantes al frio las cuales tienen
la capacidad de crecer a bajas temperaturas, pero sus temperaturas 6ptimas y maximas
de crecimiento se encuentran entre 15 y 20 °C (Qian et. al., 2023). Estas bacterias no
son un componente habitual de la comunidad microbiana de la ubre de la vaca, por lo
tanto estas bacterias tienden a ser el resultado de la contaminacion de la leche durante
el ordefio (Saha et. al., 2024). Llegan a la leche de manera general por la falta de higiene
en los utensilios y los equipos los cuales tienen contacto directo con la leche, el
crecimiento se ve favorecido por las condiciones de tiempo y temperatura para su

almacenamiento (Salgado et. al., 2020). Otras fuentes informan que las ubres y pezones
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sucios, tuberias o enfriadores de leche, el agua residual en las maquinas de ordefio son
precursores de contaminacion por bacterias psicrotréficas (Saha et. al., 2024).

Las bacterias psicrotroficas suelen representar >10% de la microflora inicial de la leche
cruda, particularmente en condiciones higiénicas; sin embargo esta cifra puede llegar a
ser de >75% en condiciones de poca higiene (Vithanage et. al., 2016). Estas bacterias
producen enzimas extracelulares como proteasas y lipasas, estas enzimas son
responsables de descomponer las fracciones de proteinas y lipidos en diversos productos
lacteos. Los triglicéridos al ser hidrolizados por las lipasas provocan una falta de sabor
en productos como crema, mantequilla, quesos y leche UHT. Las proteasas se
encuentran asociadas con el rendimiento del queso blando y el amargor de la leche. La
caseina es estable al calor, pero puede ser degradada por las proteasas. Las bacterias
psicrotréficas tienen un impacto relevante en la tasa de deterioro de la leche y de los
productos lacteos almacenados en el frigorifico (Saha et. al., 2024).

Las bacterias psicrotroficas que se encuentran en la leche cruda incluyen a los géneros
Gram negativos como Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, Acinetobacter y Hafnia y los
géneros grampositivos Bacillus, Microbacterium, Staphylococcus y Carnobacterium
(Yuan et. al., 2019). A estas bacterias también se les denomina como bacterias

resistentes al frio (Zhang et. al., 2019).

2.2.2.5. Bacterias acido lacticas
Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos que se encuentran

relacionados con la produccion de acido lactico como principal o unico producto de la
fermentacién de carbohidratos. Estas bacterias son Gram positivas, no esporulantes,
catalasas negativas, anaerobicos, aerotolerantes, tolerantes a los acidos, por lo general
son cocos o bacilos a excepcion de algunas especies pertenecientes a los estreptococos,
enterococos, lactococos y carnobacteriagéneros, las bacterias acido lacticas no son
patdgenas y generalmente se reconocen como seguras (GRAS) o de calidad alimentaria
(Mozzi, 2016). Se clasifican en diferentes géneros como Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Bifidobacterium. Se pueden encontrar
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en zonas de muchos nutrientes como la leche, carne y bebidas, de manera particular en
fermentadas, asi también se pueden encontrar en el intestino y las vias respiratorias de
humanos y animales; estas bacterias se prefieren para la bioconservacion porque son
seguras de consumir, mejoran el sabor y durante el almacenamiento dominan de manera
natural la microflora de muchos alimentos inhibiendo el crecimiento de bacterias
patdgenas en los alimentos. La disposicion de las bacterias acido lacticas para producir
acidos organicos, compuestos fendlicos, metabolitos antimicrobianos y bacteriocinas han
puesto a este grupo de bacterias en uno de los mejores lugares como conservantes en
los alimentos (Yves et. al., 2023). Asi también segun sus productos fermentativos
beneficiosos, las especies de bacterias acido lacticas se pueden clasificar en tipos
homofermentativos y heterofermentativos. Las BAL homofermentativas son productoras
solo de acido lactico mientras que las heterofermentativas también producen acido
lactico, pero también otros acidos. Muchas especies de bacterias acido lacticas estan
empezando a tener cierto grado de reconocimiento tomando en cuenta sus diversos
atributos beneficiosos en distintas areas biotecnolégicas relacionadas con la
fermentacion incluido la tolerancia a los acidos, la actividad antimicrobiana, la seguridad
para el consumo humano y animal y la fermentacion a escala industrial (Obinwanne
Okoye et. al., 2022).
Las bacterias acido lacticas son utilizadas en la produccién de diversos productos lacteos
como quesos, yogur, suero de leche, bebidas fermentadas, los cuales son consumidos
alrededor de todo el mundo (Pelcastre et. al., 2023). Estas bacterias presentan diversas
caracteristicas probidticas y tecnoldgicas en la industria alimentaria, como mejorar el
contenido nutricional, la textura y el sabor de los alimentos fermentados, producir
componentes bioactivos beneficiosos e inhibir el crecimiento de patégenos (Cui y Qub,
2024).

2.3. Enfermedades de trasmisién alimentaria y microorganismos patégenos en

alimentos

Una enfermedad de transmisién alimentaria (ETA) es aquella enfermedad causada por
la ingesta de agua y alimentos contaminados provocando un efecto negativo en la salud

del consumidor, puede ser de forma aguda o cronica, estas enfermedades pueden ser
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causadas por microorganismos o sustancias toxicas que llegan a contaminar al alimento
en cualquier etapa de su elaboracion (Ruiz et. al., 2017).

El sistema alimentario presenta cierto grado de complejidad en cuanto a la inocuidad de
los alimentos, los peligros para la inocuidad de los alimentos abarcan una gran variedad
patdogenos y sustancias quimicas, estos peligros pueden encontrarse en diferentes
alimentos y en niveles distintos de contaminacidén, a su vez estos peligros pueden
presentar ciertos riesgos a la salud del consumidor (Pires et. al., 2023).

Las enfermedades de transmision alimentaria corresponden a una importante carga de
la salud a nivel mundial; a finales de la década de los 90 la certificacion de inocuidad de
los alimentos se convirtid en un organismo regulatorio importante e influyente a nivel
publico, asi como privado. Asi las normas de seguridad alimentaria son las encargadas
de brindar apoyo y proteccion a los consumidores de enfermedades de transmision
alimentaria (Zheng et. al., 2023).

Cada ano se registran alrededor de 600 millones de enfermedades y 420,000 descensos
a causa de las enfermedades de transmision alimentaria (ETA), dichas enfermedades
son ocasionadas por diversos microorganismos que se encuentran presentes en los
alimentos, causando enfermedades como norovirus, salmonelosis, campilobacteriosis,
listeriosis, brucelosis, etc. (Espinosa et. al., 2022). Estas enfermedades suelen ser muy
comunes, llegando a afectar a millones de personas alrededor de todo el mundo;
pudiendo encontrarse particulas indeseadas en los alimentos. Los organismos
patdgenos, sustancias quimicas y materiales radiactivos son problemas a los que se
enfrenta la salud publica (Wiwanitkit, 2018).

La mayoria de las enfermedades transmitidas por los alimentos se encuentran
relacionados con microorganismos patdégenos como Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp, Staphilococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Escherichia spp, Enterecoccus spp, etc. Entre estas, Escherichia coli (E. coli) , Salmonella
entérica y Staphilococcus aureus se consideran las especies mas importantes,
propagandose a través de diversos alimentos en todo el mundo (Saleh lbrahim et. al.,
2023). La presentacion clinica mas comun de estas enfermedades suele ser un trastorno
gastrointestinal, pueden presentarse también dolores abdominales, diarrea, nauseas,
voémito, fiebre, etc (Wiwanitkit., 2018).
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Cuando estos microorganismos patogenos viajan desde su punto de origen hasta el ser
humano usando como vehiculos de transmision a los productos alimenticios pueden
causar diversas enfermedades (Farit et. al., 2023). Si el consumidor es fuerte pero si el
agente patdégeno es extremadamente virulento se puede propiciar una enfermedad. Para
promover la interrelacion entre el huésped y el agente causal estos deben de existir en el
mismo lugar y al mismo tiempo; también debe haber contacto entre el ser humano, un
animal y el agente causal, esto puede ser un punto de partida del proceso fisiopatolégico
de la enfermedad en el organismo del ser humano o animal (Wiwanitkit, 2018). Estos
patogenos provienen de diferentes fuentes encontrandose de manera comun en plantas,
suelo, el agua y los animales. La transmisidn zoonaética se produce principalmente en la
estadia de estos agentes en productos animales como las carnes, aves, huevos y
productos lacteos. Los productos alimenticios también pueden llegar a contaminarse
durante su procesamiento debido a que no se manejan de manera higiénica por parte de
los trabajadores, esto en conjunto con la poca higiene puede resultar en contaminacién
cruzada (Farit et al., 2023). Los microorganismos alimentarios por lo general incluyen
microorganismos que se utilizan en la produccidén, microorganismos que provocan el
deterioro de los alimentos y los que son transmitidos por los mismos alimentos. La
contaminacion microbiana en alimentos hace referencia principalmente al deterioro
causado por microorganismos patdégenos en las que se incluyen a las bacterias, hongos
y virus (Fan et. al., 2023).

2.4. Métodos de conservacion de alimentos
Los consumidores se preocupan por adquirir alimentos seguros que cumplan los

estandares de calidad, tales como la calidad nutricional y sensorial, un tiempo largo de
vida util, y mantener la frescura del alimento (Lopez et. al., 2019). La demanda por
alimentos que se encuentren listos para consumir 0 semiacabados ha ido en aumento en
los ultimos afios, asi mismo también aumentan los desafios en la cadena de suministro
particularmente con la globalizacion del comercio de los alimentos y el uso de
instalaciones de procesamiento para la distribucién de alimentos, por esto mismo es
necesario tener alimentos con una vida util prolongada para poder llegar a los segmentos
de mercado mas grandes, por otro lado la posibilidad de que los productos se deterioren

y COMO consecuencia microorganismos patdgenos los contaminen es una preocupacion
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constante. Por estas razones se utilizan diversos métodos de conservacion esto con el
objetivo de superar los problemas antes mencionados y garantizar la calidad y seguridad

de los alimentos (Zhang et. al., 2021).

2.4.1. Refrigeracion y congelacién
Estas técnicas de conservacién en alimentos se han utilizado por mucho tiempo, aunque

hay que tener en cuenta que incluso con temperaturas bajas no se destruyen los
microorganismos ni las enzimas, si no que solo se reduce su actividad, la conservacion
sblo se llevara a cabo si estas temperaturas bajas se mantienen, por esto mismo es
importante contar con una cadena en frio eficaz durante la vida comercial del producto
(Berk, 2018).

La refrigeracion es un método de conservacion que se destaca por evitar la adicion de
conservantes artificiales y no cambiar drasticamente las propiedades sensoriales de los
productos alimenticios. Este proceso debe realizarse a temperaturas que oscilan entre
4°C. Un control inadecuado de las temperaturas recomendadas durante la refrigeracion
aumenta los riesgos de proliferacion microbiana disminuyendo la vida util de los alimentos
(Tuany et. al., 2021). El proceso de enfriamiento de los alimentos incluye diversos
fendmenos fisicos, como la transferencia de calor y masa (Kumar et. al., 2023). Los
alimentos al comportarse como un cuerpo caliente dentro del refrigerador y el flujo de la
energia térmica son producidos por un proceso de difusion desde el interior hasta la
superficie del alimento, a continuacién, ocurre una disipacién por conveccién al aire frio
circundante. El flujo de aire elimina el calor de los alimentos y ayuda a distribuir la
temperatura dentro del sistema de refrigeracion (Tuany et. al., 2021). La refrigeracion
acostumbra a ser obligatoria en todas las etapas de la cadena de suministro de alimentos,
desde su procesamiento en granjas, asi como en la industria alimentaria hasta su
almacenamiento en refrigeradores domésticos antes de su llegada a los consumidores
finales (Bigliaa et. al., 2022).

Por otro lado la congelacién reduce la actividad enzimatica de los alimentos y por lo tanto
prolonga la vida util del alimento, pero cambia el estado fisico de una sustancia para
convertir el agua en hielo, en algunos casos esto provoca la pérdida de algunos
nutrientes, por esto mismo el proceso debe de llevarse a cabo de manera cuidadosa para

poder asegurar una conservacion en buen estado (Aste et. al., 2017). El proceso de
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congelacion no esteriliza los alimentos, sin embargo, se extiende la vida util de los
productos porque el agua que se necesita para la actividad microbiana o bioquimica no
se encuentra disponible (Shikha et. al., 2016).

Generalmente un alimento es considerado congelado cuando su temperatura central es
de aproximadamente de -18°C, es recomendable que esta temperatura deba de
mantenerse durante toda la cadena de suministro de frio, puesto que las variaciones de
temperatura pueden provocar una descongelacion parcial de los alimentos, dafiando su
estructura y reduciendo la vida util de los mismos (Bigliaa et al., 2022). Los pasos
decisivos que definen un proceso de congelacién involucran la formacion de cristales de
hielo (nucleacion) y el aumento del tamafio de los cristales. La formaciéon de un nucleo
de cristal de hielo critico es el primer paso para desarrollar un cristal de hielo, este suceso
depende de la temperatura. A la temperatura en la que aparecen los primeros cristales
de hielo se le conoce como punto de congelacion o frecuentemente también se le
denomina como temperatura inicial de congelacion. Durante el proceso de congelacién
se elimina el calor sensible y latente (Shikha et. al., 2016). El proceso de congelacion se
encuentra dividida en tres etapas: la primera etapa consiste en enfriar el producto desde
la temperatura inicial hasta su punto de congelacion inicial (etapa de pre-enfriamiento),
la segunda etapa que consiste en eliminar el calor latente de cristalizacion (etapa de
transicion de fase) y la ultima etapa en la cual se reduce la temperatura a una temperatura
de almacenamiento final (etapa de subenfriamiento) (Fadiji et. al., 2021). En la primera
fase los alimentos liberan calor sensible; el agua que se encuentra presente en los
alimentos es eliminada en forma de hielo; y la concentracién de solutos en la fraccion que
no se encuentra congelada aumenta a medida que avanza el proceso de congelacion.
En la segunda ocurre un ligero incremento de temperatura de manera inmediata después
de la nucleacion, que corresponde a la eliminacion del calor latente; en esta etapa la
mayor parte del agua se encuentra congelada y la mayor parte del calor latente es
eliminada. En la tercera etapa de la congelacion, la temperatura de los alimentos es
reducida desde la temperatura de cambio de fase hasta la temperatura de congelacién
final. En esta etapa es liberada una cantidad pequefa de calor gracias al enfriamiento del

hielo, y la mayor parte del agua restante se congela en esta etapa (Shikha et. al., 2016).
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2.4.2. Liofilizacion
La liofilizacion es una técnica de secado importante, esta técnica se ha convertido en uno

de los procesos mas importantes para la conservacion de los alimentos. La liofilizacion
se basa en la sublimacion del disolvente de un producto. Este disolvente puede ser agua
0 un disolvente organico, el cual se cristaliza a bajas temperaturas y después se
transforma directamente del estado sélido a la fase de vapor. La liofilizacion se realiza a
bajas temperaturas, preservando las caracteristicas de calidad de los alimentos limitando
asi los dafos sufridos por los compuestos termolabiles (Waghmare et. al., 2021). La
temperatura del producto se lleva por debajo del punto de congelacion y el agua se
elimina sublimandola a vapor de agua a una presion inferior al punto triple del agua
(Waghmare et. al., 2023). Una desventaja que presenta este proceso es que suele ser
costoso puesto que se requiere periodos de tiempo mas largos y por consecuencia un
consumo mayor de energia (Valadez et. al., 2017). Por lo general el proceso de
liofilizacidn incluye tres procesos: congelacion, secado por sublimacion y secado
analitico, entre los cuales la sublimacion es el proceso principal de liofilizacion, y
aproximadamente entre el 98 al 99% del disolvente de la muestra se eliminara mediante
la sublimacion directa de sdlido a gas (Yang et. al., 2024). En el proceso de liofilizacion
primero la muestra se congela, después el agua congelada (hielo) se sublima al vacio
(secado por sublimacién), a continuacion, se eleva la temperatura y se desorbe el agua
descongelada. Dando como resultado un producto seco poroso el cual puede
almacenarse sin congelar de manera preferente a temperatura ambiente, este puede
durar almacenado por mucho tiempo, incluso anos. La liofilizacién requiere un control
cuidadoso para obtener un producto final de alta calidad. Este proceso requiere de control
en parametros como la temperatura a la que opera la maquina, la presion que hay en la

camara de liofilizacion y el tiempo utilizado para dicho proceso (Merivaara et. al., 2021).

2.4.3. Esterilizacion
La esterilizacidn es el proceso utilizado para la eliminacion de microorganismos vivos y

sus elementos germinativos como esporas y endosporas. El calor ha sido utilizado como
un agente purificador y limpiador por mucho tiempo. Debido a la diferencia de

temperatura, el calor se puede transferir de una forma a otra ya que es una forma de

36


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780128157817000172
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780128157817000172
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780128157817000172
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881462202533X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881462202533X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881462202533X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1466856416305288
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1466856416305288
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1466856416305288
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2665927123002198#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2665927123002198#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2665927123002198#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365921003400
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365921003400
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365921003400

Il. MARCO TEORICO
energia que se puede mover por conveccion, radiacion o conduccion (Bharti et. al., 2022).
La esterilizacion es uno de los métodos de conservacion de alimentos mas eficaces y se
ha utilizado ampliamente en casi todas las areas de fabricacion de alimentos. La
esterilizacion se define como el proceso que puede proporcionar una inactivacion casi
completa de los microorganismos. La esterilizaciéon se logra aplicando calor de alta
intensidad (121 a 140°C) a los productos alimenticios. Este proceso es utilizado para
eliminar bacterias y esporas resistentes al calor, aunque por otra parte las limitantes de
este proceso son las pérdidas de valor nutricional de los alimentos y los cambios que

produce en el color, sabor y textura de los productos finales (Xiang y Farid, 2016).

2.4.4. Pasteurizacién
La pasteurizacion es un método de conservacion de alimentos en el cual se utiliza un

tratamiento a altas temperaturas (Asadbeigi et. al., 2023). La pasteurizacioén tiene como
objetivo la eliminacién de bacterias patégenas en los alimentos y del deterioro e
inactivacion de enzimas indeseables que puedan encontrarse en los productos
alimenticios, la intensidad y el tiempo de este proceso depende del tipo de alimento, el
equipo con el cual se esté trabajando y el método utilizado que se esté llevando a cabo
(Lopez et. al., 2016). La pasteurizacion se utiliza para la fabricacion de productos
alimenticios microbiolégicamente seguros, teniendo en cuenta que con este proceso se
logra reducir o inactivar un recuento microbiano, aunque con el uso de temperaturas altas
también se tiene la posibilidad de afectar las propiedades sensoriales y funcionales de

los alimentos (Figueroa-Sepulveda et. al., 2021).

2.4.5. Secado
El secado es uno de los métodos mas antiguos que se han utilizado como métodos de

conservacion en alimentos mediante la reduccion de la actividad de agua (aw), lo que
propicia un retardo en el deterioro de los alimentos debido a la inhibicién del crecimiento
microbiano, reacciones quimicas y actividades enzimaticas (Ngamwonglumlert vy
Devahastin, 2018). El proceso de secado consiste en separar pequefias cantidades de
agua u otro liquido de un material solido con el objetivo de reducir el contenido de liquido
residual (Padilla-Frias et. al., 2018). La eliminacion de la humedad no solo inhibe el

crecimiento microbiano, sino que también minimiza el peso total del producto, acorta el
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espacio de embalaje y asi minimiza el costo de embalaje y transporte (Huang et. al.,
2020).
Los objetivos del proceso de secado son: la conservacion de los productos frescos,
haciendo que estos se puedan encontrar disponibles durante todo el afio; la conversién
del producto fresco en seco conservando su calidad final y la reduccion del volumen y
peso del producto, esto con la finalidad de facilitar su transporte y almacenamiento; por
ultimo, el procesamiento sostenible, ya que los métodos de secado mas populares utilizan
grandes cantidades de energia con baja eficiencia. Asi las nuevas tecnologias de secado
deberian de aportar ventajas como una mayor eficiencia energética, mejor calidad en el
producto, reduccién de costos y un menor impacto ambiental (Calin Sanchez et. al.,
2020).

2.5. Empaques y recubrimientos
Los materiales que se utilizan para envasado y empacado de alimentos por lo general

siempre ha sido el plastico elaborado a base de petrdleo, esto podria ser no tan
beneficioso para el consumidor puesto que estos empaques pueden propiciar la
migracion de particulas microplasticas al alimento que pueden ingresar al organismo en
conjunto con el alimento, algunos estudios revelan que se han encontrado particulas
microplasticas en la sangre y en el tejido del ser humano, los microplasticos no
degradables estan asociados a enfermedades importantes (Zhang et. al., 2023).

En los ultimos afnos el desarrollo de nuevas tecnologias de envasado se ha acelerado de
manera considerable debido a los crecientes requisitos de seguridad alimentaria y el
cuidado en la nutricion de los consumidores. Una gran variedad de biopolimeros como
los polisacaridos y las proteinas se han estado utilizando como apoyo en los envases
actuales de alimentos, esto con el objetivo de reemplazar los materiales de la industria
petroquimica. Estos envases relativamente nuevos han llamado la atencion tanto de los
consumidores como de los investigadores(Lan et. al., 2021). El envasado en los
alimentos se utiliza para brindarle proteccién y cumplir con la funcion de barrera en contra
de la contaminacion del ambiente y otros factores como la temperatura, dafos
mecanicos, gases, polvo, humedad, luz, microorganismos, etc. Los envases tienen el
objetivo de prolongar la vida util de los alimentos minimizando las pérdidas y desperdicios
(Xiaohan et. al., 2022).
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El envasado de alimentos se encuentra en el centro del ojo publico y politico en muchos
paises. Una de las soluciones que se presentan puede ser el reciclaje y el desarrollo de
materiales de embalajes alternativos que minimicen la contaminacion causada por los
plasticos. Las soluciones en la actualidad apuntan prioritariamente en la disposicion y los
efectos sobre la salud del empaque primario el cual se encuentra en contacto directo con
el producto y con los consumidores, sin embargo, los sistemas alimentarios también
incluyen envases secundarios, estos permiten la carga en estantes y por ultimo los
empaques terciarios que se encuentran disefiados para minimizar el estrés y los dafios
que puedan generarse a lo largo de la cadena de suministros (Chakori et. al., 2022). Este
problema puede resolverse mediante el desarrollo de materiales biodegradables que
sustituyan a los no biodegradables. Entre numerosos enfoques en este campo, hay uno
que propone el uso de materiales basados en polisacaridos. Estos polimeros son
biodegradables, no tdxicos y son obtenidos a partir de recursos renovables. Son
numerosas las investigaciones que desarrollan nuevas formulaciones mediante el uso de
polimeros, mezclados con algunos compuestos funcionales (Aleksanyan, 2023).
Los recubrimientos comestibles surgen como respuesta directa a esta necesidad de
ofrecer una solucidon viable y ecolégica que promete redefinir los estandares de
conservacion de los alimentos. Entre los diversos métodos de conservacion de alimentos,
los recubrimientos comestibles han ido ganando popularidad considerable debido al
importante potencial que tienen para prolongar la vida util de los productos alimenticios.
A parte de la utilidad de los recubrimientos comestibles su relevancia radica también en
el concepto de sostenibilidad, el cual se considera cada vez mas importante en cuanto a
las practicas modernas de la industria alimentaria (Juric et. al., 2024). Segun (Yaashika
et. al., 2023) los recubrimientos comestibles son microcapas de polisacaridos, proteinas,
lipidos, compuestos bioactivos y materiales compuestos, los cuales son aplicados
directamente rodeando la estructura del alimento mediante inmersion o pulverizacion,
estos recubrimientos ofrecen proteccion contra la radiacién UV, regulan la humedad y
mantienen el equilibrio interno entre el soluto y el gas involucrado en el proceso de
maduracion y respiracion de productos perecederos. Una de las caracteristicas de los
recubrimientos es la capacidad para ser ingeridos por los consumidores sin presentar

riesgos para la salud (Lopez-Polo et. al., 2024). En estos recubrimientos también se
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pueden agregar plastificantes y tensoactivos para mejorar las caracteristicas del producto
final como mayor flexibilidad y elasticidad (Leite et. al., 2023). Como bien se menciond
estos recubrimientos generalmente se prepararan a partir de biopolimeros, cada grupo
de material tiene beneficios, asi como inconvenientes; los recubrimientos de proteinas y
polisacaridos tienen caracteristicas mecanicas fuertes, una buena barrera contra el
oxigeno y humedad relativa intermedia y baja, aunque es una barrera débil contra el vapor
de agua debido a su naturaleza hidrofilica, las proteinas utilizadas en los recubrimientos
pueden ser de fuentes vegetales y animales, las proteinas animales pueden ser gelatina,
proteina del suero, caseina, y las proteinas vegetales mayormente estudiadas suelen ser
la zeina del maiz, el gluten de trigo y la proteina de soja; por otro lado los polisacaridos
utilizados suelen ser el alginato y celulosa (Leite et. al., 2023).

Por otro lado, los recubrimientos lipidicos proporcionan hidrofobidad y cohesion, estos
proporcionan una buena barrera contra la humedad y el oxigeno, prolongando asi la
calidad de los alimentos a largo plazo, las ceras, los acidos grasos, las resinas y los
lipidos neutros son los compuestos lipidicos mas utilizados para la fabricacion de
peliculas y recubrimientos comestibles (Devi et. al., 2024). Estos recubrimientos
comestibles sirven como portadores de sustancias activas como aromatizantes,
probidticos, antioxidantes, y antimicrobianos que pueden actuar en la superficie de los
alimentos. Los compuestos antimicrobianos son aditivos utilizados para controlar el
deterioro por microorganismos, la mayoria de antimicrobianos se encuentran reconocidos
como seguros (GRAS), actualmente se utilizan diversos tipos de compuestos
antimicrobianos que de manera eficaz pueden incorporarse en los recubrimientos
comestibles , entre los cuales se incluyen sustancias de fuentes vegetales como lo son
los aceites esenciales, de fuentes animales como enzimas (lisozima y péptidos
bioactivos), polisacaridos (quitosano y otros), y de fuentes microbianas como metabolitos

(acidos organicos y bacteriocinas) (Silva et. al., 2023).

2.6. Aditivos antimicrobianos
Los aditivos alimentarios son sustancias naturales o artificiales que son afiadidos a los
alimentos, esto como propédsito de evitar su degradacion, mejorar sus propiedades

organolépticas y poder conservar su calidad, por lo que en los ultimos afos tanto la
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industria alimentaria como la farmacéutica han desarrollado un especial interés en ellos,
debido a sus diversas aplicaciones. Por ejemplo, los aditivos antioxidantes cumplen con
el papel clave en la conservacion en los alimentos y medicamentos del estrés oxidativo
que provoca un deterioro rapido de ingredientes funcionales (Xiaoyan et. al., 2024).
Segun el Codex Alimentarius los aditivos son cualquier sustancia que normalmente no se
utiliza como alimento ni como ingrediente alimentario, tenga valor nutritivo o no. Se
afiaden a los alimentos con fines sensoriales de usos multiples durante el proceso de
fabricacion, procesamiento, envasado o transporte de los alimentos (Fawzy et. al., 2024).
El uso de los aditivos se justifica solo cuando su uso corresponde a una necesidad
tecnolégica y responde a un objetivo definido de cumplir con una funcién tecnoldgica,
preservar la calidad nutricional de los alimentos. La mayoria de los aditivos que se utilizan
en la industria alimentaria son los aromatizantes, estos son afadidos para mejorar el
aroma y sabor. Después encontramos a los preparados enzimaticamente los cuales se
utilizan generalmente para productos de panificacion, en la elaboracion de zumos de
frutas, en la elaboracion de vino y cerveza y en la elaboracion de quesos. otros aditivos
ocupados son los colorantes, edulcorantes. Los colorantes son agregados cuando en los
alimentos se requiere reemplazar los colores que fueron perdidos durante la preparacion
0 para que su apariencia sea mas llamativa. Los edulcorantes sin azucar a menudo son
afadidos cuando no se quiere utilizar azucar, esto porque aportan menos calorias o
ninguna cuando son afadidos a los alimentos (Nardo y Anfossi, 2020).

Los aditivos conservantes se encuentran agrupados en dos categorias: los antioxidantes
y los antimicrobianos. Los antioxidantes ayudan a retrasar o prevenir el deterioro de los
alimentos causado por procesos oxidativos; por otro lado, los agentes antimicrobianos
inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos y de deterioro en los alimentos al
combatir procesos clave en el metabolismo celular (Bolan et. al., 2024). Uno de los

antimicrobianos utilizados como aditivos son las bacteriocinas (Verma et. al., 2022).

2.6.1. Bacteriocinas como agentes antimicrobianos

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas ribosémicas, antimicrobianos termoestables
y de bajo peso molecular que son sintetizados por diversas especies de microbios,
incluidas las BAL, y muestran actividades antimicrobianas contra bacterias patégenas en
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alimentos y cierto tipo de especies de hongos (Verma et. al., 2022). Las bacteriocinas
son incoloras, inodoras, por lo cual son una buena opcion para los productos alimenticios
puesto que no cambian sus propiedades, son estables a altas temperaturas, un bajo pH
y a una diversa gama de concentraciones de sal (Aljohani et. al., 2023). Las bacteriocinas
se encuentran clasificadas en tres clases principales: clase |: pequefos péptidos
modificados postraduccionalmente con una masa de molecular <5 kDa, clase II:
bacteriocinas no modificadas con una masa molecular de 6 a 10 kDa y clase |1l péptidos
mas grandes > 10 kDa, termolabiles subdividiéndose cada uno en subclases. Las
bacteriocinas tienen distintos mecanismos de accién y se pueden dividir en aquellas que
promueven un efecto bactericida, con o sin lisis celular, o bacteriostaticas, que inhiben el
crecimiento celular (Silva et. al.,, 2018). La mayoria de bacteriocinas producidas por
bacterias acido lacticas (BAL), de manera particular las que inhiben las bacterias gram
positivas, ejercen su efecto antibacteriano al atacar los mecanismo asociados con la
envoltura celular, los lantibiéticos y algunas bacteriocinas de clase |l se dirigen al lipido |l
y eliminan la sintesis de peptidoglicano, otras bacteriocinas utilizan el lipido Il como
molécula de acoplamiento para poder iniciar la formacion de poros, lo que da lugar a una
variacion del potencial de la membrana del citoplasma y finalmente la muerte celular. La
nisina, la bacteriocina mas estudiada hasta el momento es capaz de actuar bajo ambos
mecanismos (Aljohani et. al., 2023). La nisina, la pediocina y la micocina son las unicas
bacteriocinas que se encuentran aprobadas por la FDA que se utilizan como
conservantes de alimentos, al inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas y
patdgenos transmitidos por alimentos (Naskar y Sun Kim, 2021). Principalmente son
aplicados en productos lacteos, de manera especial en los quesos procesados (Aljohani
et. al., 2023).

2.6.2. Nisina

La nisina es una bacteriocina lantibiética producida por Lactococcus lactis (Norouzi et.
al., 2018) por su origen natural y no toxicidad para el ser humano, este péptido
antimicrobiano es de interés para la industria alimentaria. La nisina se encuentra
compuesta por 34 aminoacidos de los cuales 13 se encuentran involucrados en

modificaciones postraduccionales, induciendo la formacién de cinco estructuras en forma
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de anillos. La nisina al atacar el lipido Il de las formas vegetativas de bacterias gram
positivas, la nisina interrumpe la transglicosilacion, esto da lugar a la formacién de poros
en la membrana celular y a la inhibicion de la biosintesis de la pared celular. Aunque la
nisina puede ser eficaz actuando sobre la pared celular de bacterias Gram positivas, las
bacterias Gram negativas por lo general son resistentes, puesto que la membrana
externa impide el acceso de la nisina a la membrana citoplasmatica (Modugno et. al.,
2018; Chan et. al., 2023).

La nisina cuenta con una amplia actividad inhibidora contra bacterias grampositivas, de
manera particular contra bacterias formadoras de esporas como los bacillus, y
clostridium, ya que las esporas son mas sensibles a los péptidos que las células
vegetativas. Hay que destacar también que la nisina muestra un gran potencial de
inhibicion contra algunos géneros de bacterias que nos forman esporas en las que se
incluye la Listeria, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Mycobacterium y Pediococcus. Ademas, la nisina actua
contra las biopeliculas bacterianas que forman estructuras complejas y confieren una
mayor resistencia a los agentes antimicrobianos al alterar o prevenir su formacién. La
nisina muestra poca actividad antimicrobiana contra los hongos filamentosos, células de
levadura y virus (D. Tavares et. al., 2024).

La nisina es estable cuando los alimentos se almacenan refrigerados, demuestra
estabilidad térmica, y se degrada en el sistema intestinal. La actividad antimicrobiana de
la nisina contra las bacterias de los alimentos puede mejorarse aun mas si se afladen

junto con otros compuestos antimicrobianos (Shivaee et. al., 2021).
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M. ANTECEDENTES

La investigacion de (Zhong et. al., 2014) tuvo como objetivo evaluar el rendimiento de
tres materiales de recubrimiento diferentes (quitosano, alginato de sodio y aislado de
proteina de soja) y cuatro métodos diferentes de aplicacién de recubrimiento (inmersion,
recubrimiento, pulverizacion y pulverizacion electrostatica) para recubrir queso
mozzarella. Las propiedades de las soluciones de recubrimiento, la morfologia y los
cambios basicos de calidad del queso durante el almacenamiento a 4°C fueron
evaluados. Se prepararon tres soluciones de recubrimiento diferentes: (1) 2 g/100 g de
quitosano se disolvieron 0.5 g/100 g de glicerol (quitosano: glicerol = 1:4) en 1 g/100 g de
acido acético (CA); (2) Se disolvieron 1 g/100 g de alginato de sodio y 0.25 g/100 g de
glicerol (alginato de sodio: glicerol = 1:4) en agua desionizada (SA); y (3) se disolvieron
5 g/100 g de aislado de proteina de soja y 1.25 g/100 g de glicerol (aislado de proteina
de soja: glicerol = 1:4) en agua desionizada y se calentaron en un bafio de agua a 80 °C
durante 45 min (SP). Se eligieron cuatro métodos de recubrimientos diferentes: 1)
inmersion (D); (2) banar (E); (3) pulverizacion (S); y (4) pulverizacion electrostatica (ES).
El tiempo de recubrimiento se establecié en 30 s para CAy SA, y en 20 s para SP, excepto
para el método de inmersion. En el proceso de inmersién el proceso de secado fue de 20
s para CA y SA. Después del proceso de recubrimiento las muestras se secaron al aire
por 1h y se colocaron en recipientes de plastico y se almacenaron a 4°C por 14 dias.
En el método de inmersion las muestras se sumergieron directamente en la solucion de
recubrimiento durante el tiempo mencionado anteriormente; para el método de
recubrimiento cada solucién de recubrimiento se bombed mediante una bomba
peristaltica a través de un tubo de plastico con 6 mm de diametro interior. La velocidad
se controldé a 50 mL/min, la boquilla de goteo a 2 cm de cada muestra se movié a mano
para tener un recubrimiento completo. Tanto el método de pulverizaciéon como el de
pulverizacidon electrostatica se llevaron a cabo mediante un pulverizador SC-ET. La
pistola pulverizadora se fijo perpendicularmente aprox. 50 cm sobre una bandeja de metal
con 3 muestras dispuestas en forma de tridngulo. La tasa de pulverizacion y la presion
de alimentacion se establecieron en 3.8 L/h y 1.8 kg/cm?, respectivamente. Para la
pulverizacion electrostatica, el voltaje se establecié en 7.5 kV y la corriente de carga en
60 mA.
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En los resultados del espesor del recubrimiento, la superficie del recubrimiento mediante
el método de inmersion fue compacta vy lisa, sin poros ni grietas. En los dos métodos de
pulverizacion, el espesor de la pelicula disminuyd, pero la superficie del recubrimiento
aparecio rugosa con aparentes protuberancias distribuidas al azar. La superficie del
recubrimiento mediante pulverizacion electrostatica tuvo mayor suavidad que mediante
el método de pulverizacion. Los valores de espesor por método de inmersion para los
recubrimientos CH, SA y SP, fueron de aproximadamente 66.6, 71.9 y 81.8 um
respectivamente, el espesor por el método por recubrimiento fue cercano a los valores
por inmersion dando como resultado 64.6, 83.3 uym. La pulverizacién dio resultados mas
pequefios, 30,6, 54,2 y 68,5 uym para CH, SAY SP y la pulverizacién electrostatica mejoré
la adhesién del CS sobre la superficie del queso y el espesor del recubrimiento aumentoé
a 10 ym en comparacion con el método de pulverizacion. En todos los casos, la pérdida
de peso aumento de forma lineal con el paso del tiempo, las tasas de pérdida de peso
fueron del 1.54%, 2.12% y 1.85% por dia para el queso sin recubrimiento (R? = 0.99),
para el queso recubierto con SA por inmersién (R? = 0.99) y queso recubierto SP
mediante pulverizacion electrostatica (R? = 0.99). de manera general los quesos con
recubrimiento tuvieron una menor pérdida de peso en comparacion con los quesos sin
recubrir. El analisis de dureza se realizé basandose en la prueba de compresién. La
dureza del queso sin recubrir fue de 75.88 N el primer dia. Después de ser recubierto, los
valores de dureza del queso mostraron disminuciones significativas (P<0.05). La dureza
del queso aumentd significativamente (P <0.05) con el tiempo y el grado de aumento
oscilé entre 410.2 % y 990.5 % durante todo el tiempo. Se encontré que los
recubrimientos comestibles retrasan el proceso de endurecimiento del queso
encontrandose que los recubrimientos SA produjeron la textura mas suave del queso,

especialmente aplicado mediante dos métodos de pulverizacion.
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Tabla 3. Aplicaciones de recubrimientos comestibles en alimentos, con nisina

incorporada como antimicrobiano.

Alimento

Método

Referencia

Queso

Investigacion de diferentes métodos de aplicacion de
recubrimientos sobre el desempefio de recubrimientos
comestibles sobre queso Mozzarella.

Zhong et. al., 2014

Queso

Recubrimiento comestible a base de almidon vy
quitosano para mejorar la vida util del queso Bod Ljong.

Mei et. al., 2015

Carne de
pollo

Recubrimiento de alginato de sodio incorporado con
nisina, Cinnamomum zeylanicum y aceites esenciales
de romero sobre la calidad microbiana de la carne de
pollo y el destino de Listeria monocytogenes durante la
refrigeracion.

Raeisi et. al., 2016

Lomo de
cerdo

Efecto del recubrimiento de quitosano/nisina/acido
galico en la conservacion del lomo de cerdo, con
atmosfera modificada con alto contenido de oxigeno.

Warner et. al., 2019

Queso
Gouda

Recubrimientos comestibles sobre queso Gouda como
barrera contra la contaminacion externa durante la
maduracion.

Berti et. al., 2019

Carne de
cerdo

Incorporacion de nisina y extracto de semillas de uva en
un recubrimiento comestible de gelatina de quitosano y
su efecto en el almacenamiento en frio de carne de
cerdo fresca.

Xiong et. al.,2020

Queso

Desarrollo de pelicula biodegradable mediante adicion
de nisina Z a una matriz de hidroxipropilmetilcelulosa
para la preservacion del queso mozzarella.

Freitas et. al., 2020

Jamoén

Control de Listeria monocytogenes en loncheados de
jamon ibérico curado mediante alta presion en
combinacion con un envase ecolégico a base de
quitosano, nisina y fitoquimicos de salvado de arroz.

Martillanes et. al.,
2021

Carne

Recubrimiento comestible de alginato de sodio con
nanocapsulas de aceite esencial de canela y nisina
sobre la calidad y vida util de las rebanadas de carne
durante la refrigeracion.

Zhang et. al., 2022

No aplica

Actividad antimicrobiana de bacteriocinas inmovilizadas
en biopeliculas de caseina.

Leyva, 2022

Manzana

Efectos del recubrimiento comestible de zeina-nisina
sobre la carga fisicoquimica y microbiana de la
manzana 'Granny  Smith' después de un
almacenamiento a largo plazo.

Belay et. al., 2023

No aplica

Determinacion de caracteristicas fisicoquimicas y
fenoles totales en biopelicula preparadas con
bacteriocinas.

Girdn, 2023
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Los aditivos alimentarios se pueden clasificar en: conservantes, nutricionales, agentes
colorantes, agentes saborizantes y agentes texturizantes. Entre los agentes conservantes
podemos encontrar a la nisina (Bimpizas-Pinis et. al., 2022). A continuacion se describen
algunas aplicaciones en diferentes alimentos en la Tabla 3.

La investigacién de (Mei et. al., 2015), tuvo como objetivo determinar la efectividad de los
agentes antimicrobianos de pino incorporados en recubrimientos de almidén de quitosano
sobre las caracteristicas microbiologicas del queso Bod ljong durante el almacenamiento
refrigerado. Las soluciones formadoras de recubrimiento se prepararon utilizando una
solucién de quitosano (1.3%, p/v) dispersando quitosano en acido acético al 1% (p/p) con
agitacion constante. Se disperso almidén de castafia (WCS) en agua desionizada para
obtener una solucién de almidén al 1.5% (p/v). La solucion se calent6é a 75°C durante 60
minutos para producir una pasta. Luego se preparé la solucién de almidon-quitosano
mezclando 200 ml de pasta de almidon, 200 ml de solucion de quitosano y 1.5 g de
glicerol (plastificante) agitando durante 60 min. Las muestras se dejaron enfriar antes de
afadir los antimicrobianos. Después del enfriamiento se afadieron extracto de fruto de
Cornus officinalis (COFE) (1%p/p), NIS (10.000 Ul/g) y aceite esencial de aguja de pino
(PNEO) (035% v/v). Las muestras de queso (15g c/u) se sumergieron en la solucion de
recubrimiento dos veces durante 1 minuto, posteriormente se escurrieron sobre tamices
de acero inoxidable durante 30 minutos después de la primera inmersion y durante 60
minutos después de la segunda inmersion. Las muestras control se sumergieron en agua
destilada siguiendo el mismo procedimiento. Luego los quesos se dejaron durante 8 h a
12°C (85% HR) en una habitacion a temperatura y humedad controlada hasta que el
recubrimiento estuviera seco. Estos quesos se almacenaron por 12 h a 4°C, los quesos
recubiertos fueron comparados con los no recubiertos (blanco negativo). El recuento
microbiano se llevd a cabo antes de su envasado y después de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 dias
de almacenamiento (12 °C, 85 % HR) en muestras de prueba y de blanco.

Las muestras fueron codificadas de la siguiente manera: WCSC-COAT (queso Bod ljong
recubierto con solucion WCS-quitosano), WCSC-COFE-COAT queso Bod ljong
recubierto con solucion WCSC que contenia 1% p/p (COFE), WCSC-PNEO-COAT queso
Bod ljong recubierto con solucion WCSC que contenia 0. 35% v/v (PNEO), WCSC-
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[ll. ANTECEDENTES
NISCOAT queso Bod ljong recubierto con solucion WCSC que contiene NIS (10.000
Ul/g]), NO-COAT (queso Bod ljong sin recubrimiento). Los recuentos microbianos para el
queso Bod ljong fueron aproximadamente 6.6, 2.9, log UFC/g para APC (recuento aerobio
en placa), mohos y levaduras. Los quesos envasados con o sin peliculas comestibles se
monitorearon hasta que el recuento microbiano alcanzé un umbral microbioldgico de
estafilococos (<1000 log UFC/g) o hasta que aparecieron mohos visibles en su superficie
durante el almacenamiento refrigerado. EI APC de los quesos sin recubrimiento aumenté
significativamente con el tiempo de almacenamiento, por el contrario, el APC disminuy6
considerablemente con el tiempo en las muestras envasadas con WCSC-PNEO-COAT,
WCSC-COFE-COAT y WCSC-NIS-COAT, alcanzando 5.9, 5.8 y 5.8 log UFC/g después
de 25 dias de almacenamiento, el queso que tuvo mayor APC fue el WCSC-COAT, para
el queso WCSC-COAT se observé un APC similar dentro de los primeros 5 dias de
almacenamiento en comparacion con el queso NO-COAT. El APC mas bajo encontrado
en el queso WCSC-COAT durante el almacenamiento (del dia 5 al 15) no fue
estadisticamente significativo (P > 0.05), el APC aument6 a partir del dia 15. Para el
queso con COFE y NIS, el APC disminuyé gradualmente durante el almacenamiento
refrigerado. Para el queso WCSC-PNEO-COAT, se encontré un APC mas bajo desde el
dia 0 al dia 20 y un APC mas alto después del dia 20.
Después de 15 dias de almacenamiento a 12°C, el crecimiento de levaduras y mohos en
la superficie de los quesos fue significativo en las muestras WCSC-NIS-COAT, WCSC-
COAT y NO-COAT Bod ljong la nisina tiene una eficacia minima para inhibir el crecimiento
de levaduras y mohos; por el contrario, las muestras de queso Bod ljong tratadas con
COFE o PNEO no mostraron crecimiento visible de levadura ni moho durante todo el

periodo de almacenamiento.

El objetivo del estudio de (Raeisi et. al., 2016), fue preservar la calidad microbiana de los
filetes de carne de pollo durante un tiempo de almacenamiento utilizando soluciones de
recubrimiento activo de alginato de sodio incorporadas con nisina, aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum (canela) y aceites esenciales de romero que se agregaron de
manera individual y en combinacion (CEO + REQ). Se prepararon soluciones de alginato
al (2% p/v) en agua destilada esterilizada a una temperatura controlada (80°C), esta
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mezcla se agitd hasta su completa solubilizacion. También se prepard una solucion de
cloruro de calcio (2% p/v) en agua destilada y se esterilizo en autoclave (121°C, 15 min).
La soluciéon madre de nisina se preparo disolviendo nisina en HCL (106 Ul/mL) filtrando
esta solucion a través de un filtro de 0,2 ym de poro. Todas las soluciones se mantuvieron
a 4°C; sin embargo, se calentaron a temperatura ambiente antes de su uso.

Para distribuir de forma correcta el CEO y REO en la solucién de alginato y formar una
solucion estable se utilizé un emulsionante (tween 80, 0,2 g/g de REO) en la solucion de
alginato y se agitdo durante 30 min a 40 °C las muestras de pollo se sumergieron en
soluciones de alginato durante 5 min, se dejaron escurrir por 2 min y a continuacion se
sumergieron en la solucion de CaClz por 1 min para inducir la reaccion de reticulacion. Al
final, las muestras se almacenaron a 4 °C y se analizaron periédicamente los dias 0, 3,
6, 9, 12y 15. Se determind el recuento total viable (TVC): El valor inicial (dia 0) del TVC
en la carne de pollo fue 3.6 log UFC/g indicando una buena calidad de la carne de pollo.
Los valores de TVC de todas las muestras aumentaron durante el almacenamiento. Las
muestras CON (muestras sin solucion de recubrimiento) y ALG (muestras recubiertas con
solucion de alginato) tuvieron la tasa de incremento mas alta durante el almacenamiento
y el menor incremento durante el almacenamiento al igual que el menor indice lo
presentaron los tratamientos combinados que incluyen muestras de CEO+REO, REO+N
y CEO+N, respectivamente (P<0.05). El uso de individual de estos agentes mostrd que
la nisina es menos eficaz que los aceites esenciales para inhibir el incremento de los
valores de TVC; sin embargo, la combinacion de ambos (CEO+REOQO) fue mas eficaz que
su combinacién con nisina (REO+N y CEO+N). Este resultado puede deberse al efecto
inhibidor de los antimicrobianos combinados que suprimen el crecimiento de los
organismos de deterioro Gram positivos y Gram negativos. Si se toma en cuenta el valor
de 7 log UFC/g, como nivel maximo aceptable del valor TVC para carne fresca de ave,
los tratamientos combinados no alcanzaron este valor inclusive hasta el final del tiempo
de almacenamiento (15 dias).

Los valores iniciales de los recuentos psicrotrofos de las muestras estaban en el rango
de 3.5 a 4.9 log UFC/g, similar a los resultados de TVC Los valores iniciales de los
recuentos psicrotrofos de las muestras estaban en el rango de 3.5 a 4.9 log UFC/g, similar
a los resultados de TVC, el recuento psicrotrofico de todas las muestras aumentaron

durante el almacenamiento y el efecto combinado de los antimicrobianos fue mayor que
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sus efectos antimicrobianos individuales, con el mayor efecto para la combinacion
CEO+REO. Las muestras CON y ALG tuvieron el valor mas alto de recuento de bacterias
psicrotréficas (8.8 y 8.5 log UFC/g, respectivamente), seguidas de N (8.3 log UFC/g,
respectivamente), CEO (7.8 log UFC/g), REO (7.2 log UFC/g), CEO+N (7.3 log UFC/g),
REO+N (6.8 log UFC/g), y CEO+REO (6.3 log UFC/g) al final del periodo de
almacenamiento (dia 15).

El recuento de Pseudomonas fue de aproximadamente 3.6 log UFC/g, que aumento
durante el almacenamiento y alcanzé una poblacion final de 7.8, 7.2, 7.1 y 7.0 log UFC/g
en las muestras CON, ALG, N y CEO, respectivamente; mientras que la poblacion final
de las muestras REO, CEO+N, REO+N y CEO+REO fue de 6.5, 6.5, 6.2 y 5.9 log UFC/g,
respectivamente. Estos recuentos indicaron que las muestras nunca alcanzaron el valor
de 7 log UFC/g durante todo el periodo de almacenamiento. La poblacién en todos los
tratamientos fue significativamente (P<0.05) inferior a los del control. El recuento inicial
de mohos y levaduras fue muy bajo (2.0 log UFC/g); sin embargo, durante el
almacenamiento aumenté a una poblacion final de 6.7 y 6.5 log UFC/g para la muestra
CON y ALG, respectivamente, como tratamientos con los valores mas altos de recuento
de mohos y levaduras y 5.1, 55, 59 para CEO+N, REO+N y CEO+REO,
respectivamente, como tratamientos con los valores mas bajos de recuento (2,0 log
UFC/g). Todos los tratamientos de este estudio causaron significativamente valores mas
bajos de recuento de levaduras y mohos desde el 6° dia de almacenamiento hasta el final

del mismo, en comparacion con las muestras CON (P<0,05).

La investigacion de (Warner et. al., 2019). tuvo como objeto de estudio estudiar una
combinacion de nisina/acido galico/ quitosano y envasado en atmdsfera modificada con
alto contenido de oxigeno (HO MAP, 80% O2+ 20% CO2) sobre la conservacion del lomo
de cerdo fresco durante el almacenamiento en frio (2 £ 1 °C, 20 dias). Se prepararon
cuatro soluciones de recubrimiento: soluciones de quitosano (CHI), acido galico en
solucién de quitosano (CHI/GA), nisina en solucion de quitosano y acido galico (CHI/N) y
nisina en solucion de quitosano (CHI//N/GA). La solucién de recubrimiento de quitosano
(CHI 2% p/p) se preparo afiadiendo 20g de quitosano a 1000 mL de acido acético al 1%
p/v agitando a temperatura ambiente. Para preparar la solucion de recubrimiento de
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quitosano nisina (CHI/N), se mezclo nisina al 0.2% p/p. Se afiadié sucesivamente el acido
galico (0.2% p/p) y nisina (0.2% p/p) en la solucidén de quitosano para formar una solucion
de recubrimiento CHI/N/GA. Las rodajas (5 cm) de la carne de lomo de cerdo y se
dividieron en cinco grupos de tratamiento. A parte del grupo sin recubrimiento (CON),
estas lonchas de cerdo se sumergieron respectivamente en cuatro soluciones de
recubrimiento (CHI, CHI/GA, CHI/N, CHI/N/GA) durante 60 s y se secaron al aire durante
30 min a temperatura ambiente.

Las muestras de carne se envasaron en una envasadora para sellarlas con una pelicula
impermeable al oxigeno, después de llenarlas con gases mezclados 80% O2y 20% CO..
Tras el envasado las muestras de carne se almacenaron en un frigorifico (2 + 1 °C) por
un tiempo de 20 dias. Los paquetes se abrieron y las muestras se analizaron cada 5 dias
durante los 20 dias de almacenamiento, y el recubrimiento de cada muestra fue eliminada
de manera aséptica con un cuchillo antes del analisis. Se determiné el recuento total de
microorganismo viables (TVC) como indicador de crecimiento microbiano en las muestras
de carne de cerdo. Este recuento en placas de agar se registr6 como log UFC/g tras
incubacion a 37°C durante 48 + 2h. Este ensayo durante el tiempo de almacenamiento
(20 dias), fue de 2.71 log UFC/g, lo que nos indica una carga bacteriana baja. EI TVC se
incrementd significativamente (p<0.05) a 6.83, 6.41, 5.76, 5.95 y 4.67 log UFC/g para
CON, CHI, CHI/GA, CHI/N y CHI/N/GA respectivamente en el dia 20. En este estudio
todas las muestras fueron inferior a 7 log UFC/g después de 20 dias de almacenamiento,
lo que demostro que el 80% de O2y 20% de CO2 MAP a 4°C de almacenamiento podria
efectivamente mantener la seguridad de la carne de cerdo en términos de TVC. EI TVC
de la muestra no recubierta (CON) fue significativamente (p<0.05) mayor que el de otras
cuatro muestras recubiertas. Esto sugiere que el recubrimiento de quitosano solo o en
combinacion con acido galico y/o nisina fue capaz de inhibir eficazmente el TVC en lomo
de cerdo HO MAP. Las muestras de carne de cerdo CHI/GA y CHI/N, y la combinacién
de CHI/N/GA mostraron el TVC mas bajo (P<0.05).

El TVC significativamente inferior (p<0.05) de las muestras recubiertas con CHI/N/GA
sugiere que existe un efecto bactericida sinérgico de estos tres agentes sobre los
microorganismos de los lomos de cerdo sometidos a almacenamiento HO MAP en frio.
La investigaciéon de (Berti et. al., 2019), tuvo como objetivo estudiar el potencial de un

recubrimiento comestible que contiene natamicina y nisina para proteger un queso Gouda
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semiduro de la contaminacion de la superficie durante la maduracion y evaluar si el
recubrimiento afecta la progresion normal de la maduracion. Las formulaciones de los
recubrimientos fueron las siguientes: la primera (CNANI y queso-CNANI) se bas6 en una
suspension acuosa que contenia agua, natamicina y nisina (% p/p). las piezas de quesos
(2509) se sumergieron en esta formulacion por 10s, se retiraron y se dejaron escurrir por
20 s. Se llevaron a una camara de temperatura (10 £ 1°C) y humedad de (79 + 7%), los
pedazos de queso fueron pesados antes y después de la inmersién y escurrido.

La segunda formulaciéon (GNANI y queso-GNANI) se basé en almidon de tapioca
gelatinizado y glicerol que contenia natamicina y nisina. Se mezclaron almidén, glicerol,
agua, natamicina y nisina. La gelatinizacién del almidén se realizé a una velocidad de
calentamiento constante de aproximadamente 1.5°C/min hasta alcanzar una temperatura
final de 82 °C. Los trozos de queso se sumergieron en esta formulacién durante 10 s, se
retiraron y se dejaron escurrir durante 20 s. Posteriormente se deshidrataron en una
estufa de secado por conveccion por 2 h a una temperatura de 45°C. las muestras se
rotaron y se secaron por 15 min mas. La eficacia de los antimicrobianos natamicina y
nisina contenidos en GNANI y CNANI, Se evalu6 sobre los microorganismos presentes
en la superficie e interior del queso Gouda durante la maduracion en momentos
seleccionados (1, 4, 8, 11, 16, 22, 28 y 36 dias).

Los quesos fueron colocados en cajas Petri y se almacenaron a 10°C y a 79%HR
simulando la maduracién por un tiempo de 15 dias. Un grupo de quesos recubiertos con
GNANI y CNANI fueron inoculados con Listeria innocua 'y S. cerevisiae por encima de los
quesos cubiertos en el octavo dia de almacenamiento. Antes de su inoculacién, los
quesos cubiertos con CNANI y GNANI se analizaron a los 0, 4 y 8 dias para detectar el
desarrollo de levaduras y Listeria spp. Se evaluo el desarrollo de BAL y la presencia de
mohos mediante observacion visual en los quesos recubiertos con CNANI y GNANI, asi
como su capacidad de barrera frente a L. innocua y S. cereviseae.

En cuanto a los lactobacillus hubo un rapido crecimiento hasta el dia 8 de maduracion,
después el aumento fue mas paulatino hasta alcanzar un valor de 10”7 CFU/g sin
diferencias significativas en los quesos. En cuanto a los mohos basté con una
observacion visual directa a los quesos en el ultimo dia de maduracién, se observd un
mayor desarrollo de mohos en la superficie con CNANI que en la superficie del queso

recubierto con GNANI. La presencia conjunta de nisina y almidon gelificado en GNANI
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mostré mayor actividad contra especie de listerias que la (CNANI), por el contrario, la
natamicina contenida en el recubrimiento con almidén gelificado (GNANI) mostré mejores
resultados contra S. cereviseae que cuando se aplica sobre queso Gouda como
suspension acuosa (CNANI).

La investigacion hecha por (Xiong et. al.,2020), tuvo como objeto desarrollar un
recubrimiento comestible incorporando extracto de semilla de uva y nisina en la solucién
de quitosano-gelatina e investigar su efecto sobre la conservacion de la carne de cerdo
fresca durante su almacenamiento en frio a una temperatura de 4°C por un tiempo de 20
dias. El recubrimiento se preparé disolviendo quitosano en acido acético al 1.5% (v/v)
para preparar una solucién de quitosano (CHI) al 1% (p/v). La gelatina se remojo y se
hinch6 en agua destilada toda una noche para poder preparar una gelatina al 3% (p/v)
solucion (gel). Se prepard una solucién madre de nisina (105 Ul/mL) disolviendo nisina
en HCI 0.02M. El polvo del extracto de semilla de uva (GSE) se disolvio en agua destilada
para preparar una solucion al 0.5% (p/v) soluciéon (GSE). Se prepararon 5 soluciones
diferentes, a lo que correspondia: CHI 1% de quitosano; CHI-GEL 1% de quitosano + 3%
de gelatina; CHI-GEL-GSE 1% quitosano + 3% gelatina + 0,5% GSE; CHI-GEL-NIS 1%
de quitosano + 3% de gelatina + 0.1% de nisina y CHI-GEL-GSE-NIS 1% quitosano + 3%
gelatina + 0,5% GSE + 0,1% nisina. También se prepard un grupo control (CON). Las
soluciones de recubrimiento de quitosano-gelatina se mezclé a 70°C por un tiempo de 10
min. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron NIS y/o GSE y se procedio
a mezclar.

El recuento total viable (TVC) de microorganismos en la carne de cerdo fresca fue de
2.51 log UFC/g el dia 0 asi como los valores de TVC de toda la carne de cerdo recubierta
y no recubierta. Después de 20 dias de almacenamiento en frio, el TVC de
microorganismos en la muestra control (CON) mostré el crecimiento mas rapido durante
el almacenamiento siendo este significativamente mas alto (P< 0.05) que las demas
muestras desde el dia 5. El valor de TVC de 7 log UFC/g se puede utilizar como medida
de calidad en la carne de cerdo, si el TVC es superior a este valor los microorganismos
pueden estropear la carne. Todas las muestras de este estudio estaban por debajo de
este nivel después del almacenamiento por 20 dias en frio. Sin embargo, es importante

senalar que el TVC de la muestra CON fue de 6.30 log UFC/g el dia 20, muy cerca del
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limite, probablemente la muestra se hubiera descompuesto. Todas las muestras de este
estudio se encontraban por debajo de este limite después del almacenamiento de 20
dias. Tomando esto en cuenta entonces se puede indicar que el envasado a soloa 4 °C
es eficaz para evitar que la carne de cerdo se descomponga. Si se compara con la
muestra control (CON) con la muestra recubierta con quitosano (CHI) esta inhibio de
manera eficaz el crecimiento de microorganismos a partir del quinto dia. La muestra
recubierta de gelatina (CHI-GEL) fue significativamente inferior (P<0.05) a la del
recubrimiento de quitosano (CHI) solo en los dias 15 y 20 lo que nos muestra una menor
actividad antimicrobiana en la muestra CHI-GEL.

Por otra parte, no se observé ninguna diferencia de TVC (P>0.05) entre la muestra
recubierta de quitosano-gelatina (CHI-GEL), la muestra recubierta con extracto de semilla
de uva (GSE) (0.5%) y/o nisina (500 Ul/mL) y las muestras con recubrimiento
incorporadas (CHI-GEL-GSE, CHI-GEL-NIS y CHI-GEL-GSE-NIS) en los dias 15y 20. lo
que indica que la adicion de GSE y/o nisina no mejoré aun mas el efecto antimicrobiano

del recubrimiento.

La investigacion de (Freitas et. al., 2020) tuvo como objetivo de desarrollar recubrimientos
incorporadas con el péptido nisina Z en la matriz HPMC, para obtener un material
novedoso que proporcione actividad antimicrobiana, con el fin de mejorar la conservacion
del queso mozzarella durante su almacenamiento.

Se calenté 150 mL de agua desionizada a 80°C. Se afiadio 2% p/v de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y un 20% (en peso) de glicerol, se mezclé la dispersiéon
polimérica en un agitador magnético a 700 rpm por un tiempo de 5 min. Se afnadi6 nisina
Z en concentraciones de 0, 5, 10, 15y 20% (en peso), la solucién se vertié en una placa
de vidrio con bordes y se dejo 72h a una temperatura de 25 + 2°C.

La concentracién minima inhibitoria (CIM) de la nisina Z fue mas eficaz en la inhibicion
de crecimiento microbiano de S. aureus Grampositivo y L. innocua que de la bacteria
Gramnegativa S. entérica Choleraesuis. Siendo asi para S aureus 0.19 (mg. mL™"), para
L innocua 0.19 (mg. mL") y para S. entérica Choleraesuis 2.00 (mg. mL-"). En la actividad
antimicrobiana in vitro no hubo accion inhibitoria en presencia de S. entérica
Choleraesuis, independientemente de la concentracion de nisina Z anadida en la HPMC,

los tratamientos evaluados no fueron capaces de inhibir S. entérica Choleraesuis debido
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a la escasa accion de la nisina Z contra los microorganismos Gram negativos, ademas
las concentraciones de nisina pueden no haber sido suficientes para inhibir a S. entérica
Choleraesuis. Para S. aureus y L. innocua se mostraron una zona maxima de inhibicion

al 10% en peso de adicion de nisina Z en HPMC.

El objetivo del estudio de (Martillanes et. al., 2021), fue evaluar el efecto de un envase a
base de quitosano con nisina y un extracto de salvado de arroz (RBE) y/o un tratamiento
HPP sobre la eliminacion de L. monocytogenes en un jamon ibérico curado en seco listo
para el consumo. Este tratamiento se aplico sobre lonchas de jamon ibérico curado en
seco envases a base de quitosano con nisina afiadida (NCP), extracto de salvado de
arroz (RBECP), o una mezcla de ambos (N + RBECP). Las muestras se almacenaron 36
h a 4°C antes de que se realizara el analisis. Los recubrimientos se prepararon
disolviendo quitosano (2% p/v) en una solucién de acido citrico al 2%. A esta solucion se
le anadio glicerol en una solucién al 50% (p/p) de quitosano. La disolucion se agité en un
bafio ultrasonico hasta su solubilizacion. Se afiadié 0.15g de nisina y/o 0.25 g de RBE/100
g de solucion formadora de pelicula, las soluciones se vertieron en placas Petri de
poliestireno (50g c/u) y se dejaron secar a temperatura ambiente por un tiempo de 24 a
48h hasta la formaciéon de una pelicula.

Una vez optimizado el tratamiento de alta presion, se estudio el efecto multi barrera de la
combinacion de HPP y el recubrimiento activo. Para ello, las muestras inoculadas
envasadas con los diferentes envases activos a base de quitosano o en envases
tradicionales (muestras control) se sometieron al tratamiento HPP optimizado y se
compararon con muestras no tratadas con HPP. En todos los casos en los cuales no se
aplicé el tratamiento con HPP a las muestras, hubo un efecto significativo en la reduccién
del microorganismo en comparacion con la muestra control. De manera similar, combinar
HPP con envases activos a base de quitosano fue significativamente mas eficaz que
simplemente aplicar el envase de manera individual. La mayor inactivacién de listeria
monocytogenes se produjo cuando se tratd a tiempo y presién de 8 min y 600 MPa. En
estas condiciones hubo una reducciéon maxima de 3.1 £ 0.7 log UFC/g en comparacion

con el control.
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La investigacion de (Zhang et al., 2022), tuvo como objeto de estudio evaluar los
recubrimientos SA (alginato de sodio) enriquecidos con CEO-NPs (nanocapsulas de
aceite esencial de canela) y nisina agregados por su efecto sobre la calidad de las
rebanadas de carne de res durante 15 dias de almacenamiento refrigerado. Para la
preparacion de los recubrimientos SA, se disolvido SA al 0.5% (p/v) en agua destilada en
agitacion constante a una temperatura de 75°C por un tiempo de 1.5 h. A continuacion,
se mezclaron las nanocapsulas de aceite esencial de canela (CEO-NPs) y la nisina en
una solucion de pelicula para concentraciones finales de 2 g/L de CEO-NPs y 0.2 g/L de
nisina en la solucién de pelicula SA.
Las muestras de la carne se dividieron en 5 grupos: carne sin recubrir (control), carne
con recubrimiento comestible SA (SA), carne con SA mas 2g/L de recubrimiento
comestible CEO-NP (SA-2CEONP), carne con SA. mas 0.2 g/L de recubrimiento
comestible de nisina (SA-0.2nisina), y carne con SA mas 1 g/L de CEO-NPs mas 0.1 g/L
de recubrimiento comestible de nisina (SA-1CEO-NPs-0.1nisina). Las muestras de la
carne de res fueron recubiertas mediante inmersion en una dispersion de recubrimiento
SA por un tiempo de 30 s, se secaron en parrillas por un tiempo de 5 min y posteriormente
se volvieron a sumergir por 30s, después las muestras se sumergieron en una solucién
de CaClz al 2% para formar los recubrimientos, estas muestras se empacaron en bolsas
estériles y se almacenaron a 4 = 1°C por un tiempo de 15 dias. Cada tres dias se
realizaron el analisis microbiolégico y sensorial para determinar los efectos de los
recubrimientos comestibles. La determinacion de las bacterias totales (TBC) se llevo a
cabo en placas de agar PCA, la incubacion se llevd a cabo a 37°C por 48 h. La evaluaciéon
sensorial de las muestras se llevd a cabo por 10 miembros capacitados del laboratorio
de calidad y seguridad de productos animales (universidad agricola de Sichuan, China).
Los parametros evaluados fueron color (0 a 20 puntos), olor (0 a 20), textura (0 a 30),
calidad del liquido que se escap6 de la carne (0 a 30) y aceptabilidad general (0 a 100).
En el recuento de las bacterias totales (TBC) en la carne de vacuno durante el
almacenamiento en frio, aumentdé continuamente con el aumento del tiempo de
almacenamiento, el grupo control tuvo la poblacibn mas alta. El nivel inicial de
microorganismos en todas las muestras de carne de vacuno era relativamente bajo, de 3

a 4 log UFC/g. Sin embargo, a los 9 dias de almacenamiento, la TBC en el grupo control
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super¢ el limite estandar alcanzando 6.07 UFC/g, en el dia 12 os TBC de los grupos SA,
SA-0.2nisina y SA-2CEO-NP super? el limite estandar, alcanzando 7.1, 7.02 y 6.05 log
UFC/g, respectivamente. El TBC en el grupo SA-1CEO-NPs-0.1nisin no superoé el limite
estandar al final del periodo de almacenamiento. Los TBC en el grupo SA y el grupo
control no fueron significativamente diferentes. El recubrimiento comestible SA podria
utilizarse como obstaculo a efectos externos, dificultando la contaminacion por
microorganismos aerobicos El recubrimiento comestible SA preparado con nisina o CEO-
NP inhibi6é significativamente el crecimiento de microbios y extendid la vida util de la
carne, aunque el recubrimiento SA con CEO-NP fue mas efectivo. En la evaluacion
sensorial se observo que con el tiempo de almacenamiento las puntuaciones de color de
todas las muestras de carne de vacuno disminuyeron especialmente en la muestra
control, esta tuvo la puntuacion mas baja (9.14) en el dia 15. Las puntuaciones de color
de todas las muestras de carne de vacuno con tratamientos de recubrimiento
disminuyeron ligeramente durante el almacenamiento, especialmente para las muestras
de carne de vacuno recubiertas con SA-0.2 nisina y SA-1CEO-NPs-0.1 nisina. Estos
resultados indican que los tratamientos de recubrimiento retardaron eficazmente los
cambios de color en las muestras de carne de vacuno, y el color rojo se desvanecié mas
lentamente cuando las muestras de carne de vacuno fueron recubiertas con estos dos
tratamientos. Las muestras de carne de vacuno recubiertas con SA-1CEO-NPs-0.1nisina
obtuvieron la puntuacion mas alta de aceptabilidad del color (14.94) al final del periodo
de almacenamiento. Las muestras de carne de res en el presente estudio no difirieron
significativamente en olor hasta el dia 6 de almacenamiento, sin embargo, después del
dia 9, las puntuaciones de olor de las muestras de control fueron mas bajas que las de
las muestras recubiertas. De los tratamientos de recubrimiento, las muestras de SA-
1CEO-NPs-0.1nisina tuvieron la puntuacién de olor mas alta (15.27) en el dia 15, lo que
puede atribuirse a los efectos inhibidores de las CEO-NPs y la nisina sobre los

microorganismos, mejorando asi el olor de la carne.

En la investigacion hecha por (Leyva, 2022). Se evalud la actividad antimicrobiana
Evaluar la actividad antimicrobiana de biopeliculas de caseina y bacteriocina sobre
Listeria monocytogenes. Se preparo una solucion formadora de pelicula (SFP),

mezclando 3 g de grenetina y 97 mL de agua destilada en una placa calefactora con
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agitacion con una temperatura de 40 a 50°C hasta su completa homogenizacion de
manera simultanea, se preparé la formulacion (F) en otra placa calefactora con agitacion
esta consistié en la mezcla de 2.5 % p/v de bacteriocina 25 y/o 50 % p/v de caseina, 25
y/o 50 % v/v de glicerol y agua destilada si la F lo requeria para lograr el 10% p/v. Tanto
la SFP y F se llevaron a una agitacién media durante 30 min. Después de la dispersion
completa, se incorpord la F a la SFP y se mezclaron durante 10 min a temperatura
ambiente. El resultado de la mezcla se vertio en la misma cantidad sobre placas de vidrio
para secar en un horno de conveccion forzada a 35°C durante 24 h. Cuando las peliculas
se secaron se almacenaron en un desecador.

Las biopeliculas de natamicina fueron nombradas de la siguiente manera: NA2525,
NA2550, NA5025, NA5050 y las biopeliculas de nisina fueron nombradas NI2525,
NI2550, NI15025, NI15050, asi mismo se preparo un control.

De manera general las peliculas de natamicina presentaron un diametro mayor a las de
nisina, La biopelicula NA2525 present6 el mayor diametro (94.04 mm), mientras que la
biopelicula NI5025 presenté el menor (66.90 mm). Existié diferencia significativa (P<0.05)
en el diametro de la biopelicula NI15025 con respecto a todas las biopeliculas preparadas
incluyendo la biopelicula control. Las biopeliculas preparadas con natamicina NA2525,
NA5050, NA2550 y NA5025 no mostraron diferencia estadistica (P<0.05) en el diametro.
Por otra parte, el analisis estadistico demuestra que el espesor es similar en las
biopeliculas preparadas con caseina y natamicina NA2525, NA5025, NA5050 y NA2550.
La biopelicula de menor espesor fue NA2525 (0.165 mm) y la de mayor espesor fue
NI5050 (0.312 mm). Las biopeliculas de caseina y natamicina (NA2525, NA2550,
NA5025 y NA5050) tienen un espesor que va de 0.165 a 0.225 mm. Las biopeliculas que
tuvieron un menor contenido de humedad fueron NI5025 (34.01 %), NI2525 (35.20 %),
NAS5025 (36.70 %) y NA2525 (39.57 %); todas por abajo del 50 % y sin diferencias
estadisticas significativas (P<0.05) entre ellas. Por otro lado, las biopeliculas restantes
presentaron un contenido de humedad mayor al 50 % incluyendo la biopelicula control.
En cuanto a la capacidad de retencidon de aceite (CRA) se observé que las biopeliculas
NI5025 y NA5025 con la misma concentracion de caseina y glicerol como plastificante
presentan la mayor CRA, 0.238 y 0.231 g/g respectivamente, pero sin diferencia
estadistica entre ellas. Solo estas dos biopeliculas mostraron diferencia en CRA respecto
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al control. La CRA de las biopeliculas NA2525, NA2550, NA5050, NI2525, NI2550 y
NI5050 fueron similar entre ellas con valores entre 0.144-0.195 g/g.

En cuanto a la actividad antimicrobiana las biopeliculas preparadas con natamicina
(NA2525, NA5025, NA2550 y NA5050) como las biopeliculas con nisina (N12525, N15025)
presentaron actividad bactericida. Los controles no presentaron crecimiento microbiano.
Solo NI2525 y N15025 presentaron halos de inhibicion, por otro lado, las biopeliculas con
natamicina presentaron halos de inhibicion en todos los tratamientos, pero el tratamiento
NA2550 fue el que presento el halo de inhibicion de mayor tamafio (35.57 mm), seguido
de NA5025 (33.01 mm) mientras que el tratamiento NI5025 present6 el halo de inhibicién

mas pequeno (10.89 mm).

En el estudio hecho por (Belay et. al., 2023), se tuvo como objetivo determinar los efectos
inhibidores del recubrimiento de zeina incorporado con nisina sobre la carga microbiana
de la superficie de manzanas "Granny Smith" durante el almacenamiento en condiciones
de venta al por menor. La preparacion de los recubrimientos se hizo disolviendo 2% de
zeina en polvo y 15 mL de glicerol en 500 mL de etanol acuoso (95%) a 95°C. El
recubrimiento de zeina con nisina se preparé mezclando 0.75g de nisina con 50g de zeina
en polvo en etanol acuoso al 95% caliente (95°C) con una agitacion contante por 30 min.
Se dejo enfriar la solucion a temperatura ambiente con agitacidon continua. Las frutas se
clasificaron en tres categorias para los tres tratamientos: (a) control (sin recubrimiento),
b (zeina) y ¢ (recubrimiento de nisina-zeina). Utilizando el método de inmersion se
aplicaron cantidades iguales sobre | superficie de las manzanas, para cada tratamiento
las frutas se sumergieron en las soluciones de recubrimiento por un tiempo de 1 min. Las
frutas recubiertas se dejaron secar al aire a temperatura ambiente (23°C). Se designo
como control la manzana sin ningun recubrimiento. Todas las muestras se almacenaron
a una temperatura de 15°C, el muestreo se llevé a cabo en los dias 0, 7, 14 y 21.

Durante todo el periodo de almacenamiento hubo un aumento en el recuento de bacterias
mesofilas aerdbicas en la fruta control, el recuento total de bacterias mesdéfilas aerobias
en las manzanas de control aumenté de 2.9 + 0.33 log UFC cm2 el dia 0 a 3.7 + 0.06 log
UFC cm? al final del almacenamiento (dia 21). En cambio, en las muestras recubiertas

con zeina y zeina-nisina, el recuento de bacterias mesdfilas aerobias disminuyd
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significativamente en comparacion con el control. Los efectos inhibidores de los
recubrimientos sobre la superficie de la manzana fueron de una reduccion = 2 Log en el
dia 7. Al final del almacenamiento, el recuento total de bacterias mesdfilas aerobias de
2.4 £ 0.37 log UFC cm?y 2.2 + 0.03 log UFC cm? para las manzanas recubiertas con
zeina y zeina-nisina fue significativamente inferior al control (3.7 + 0,06 log UFC cm-2).
En el recuento de mohos y levaduras se mostré un aumento gradual a lo largo del estudio
para las muestras control, donde el recuento aumenté de 2.5 + 0.19 log UFC cm el dia
0 a=3.9log UFC cm-2 al final del dia 21. Este recuento fue significativamente menor en
las muestras recubiertas observandose la mayor inhibicién en las muestras de zeina-
nisina desde el dia 7 hasta el dia 21 (p=<.05). Si se compara los resultados obtenidos para
las muestras de zeina sola y zeina-nisina, el recuento de mohos y levaduras aumento a
=3. log UFC cm-2 y 3.0 log UFC cm? (p<.05), respectivamente, al final del
almacenamiento, esto evidencia que la eficacia inhibidora microbiana del recubrimiento

de zeina se vio mejorada al incorporar la nisina.

En la investigacion de (Girdn, 2023) se tuvo como objetivo determinar caracteristicas
fisicoquimicas y compuestos fendlicos en biopeliculas preparadas con caseina,
plastificante y bacteriocina. Las biopeliculas se prepararon con una base de 100 mL
donde el 3 % en peso fue de grenetina 'y 97 % de agua destilada (SFP), los componentes
fueron mezclados en una placa térmica con agitacion con velocidad media y un intervalo
de temperatura de 40-45 °C durante 30 min. Independientemente se prepard una soluciéon
con la formulacion (F) usando una base de 10 mL en la cual se mezclaron en diferentes
proporciones caseina 25y 50 % (p/v), glicerol 25 y 50 % (v/v), bacteriocina 0.5 % en peso
y agua destilada. Después de la homogenizacion de ambas suspensiones SFP y F se
mezclaron en un mismo recipiente hasta obtener una solucién formadora de pelicula con
formulacion SFPF que se homogeneizé con ayuda de una placa con agitacion por 10 min
a temperatura ambiente. Se obtuvo la mezcla SFPF la cual se vertidé sobre placas de
vidrio que se secaron en un horno de conveccion a 35°C durante 24 h.

Se obtuvieron valores muy variados en las dimensiones de las biopeliculas, por una parte,
existe una similitud para los tratamientos de natamicina donde el intervalo es entre 89.30
mm y 94.11 mm, valores cercanos en comparacion con las biopeliculas de nisina que van

desde 66.90 mm hasta 83.05 mm. todas las biopeliculas preparadas con natamicina
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NA2525, NA5050, NA2550 y NA5025 no mostraron diferencia estadistica (P<0.05) en el
diametro.En cuanto a las biopeliculas de nisina, la biopelicula de mayor espesor fue
NI5050 con 0.312 mm, mientras la de menor espesor fue NA2525 con 0.165 mm. El
analisis estadistico demostré que el espesor fue similar en las biopeliculas preparadas
con caseina y natamicina NA5050 y NA2550. En cuanto a la capacidad de solubilidad en
agua (CSA), se observd que la biopelicula NA2525 tuvo menor CSA 48.82 % en
comparacion con la biopelicula NA2550 con 67.57 % de capacidad. Todas las
biopeliculas con mayor proporcion de glicerol, NI5050, NI2550, NA5050 y NA2550 la CSA
aumento progresivamente (62.13, 64.92, 65.66 y 67.57 % respectivamente). Asi mismo
estas biopeliculas mostraron la misma CSA que la biopelicula control.

En cuanto a la determinacién de fenoles totales, se observé que las biopeliculas
preparadas con nisina, NI2525, NI2550 y NI5S050 no mostraron diferencia estadistica
significativa (P<0.05) en la concentracion de galato por L de muestra analizada (216.87,
227.94, y 205.0 mg/L respectivamente). Se observé que solo NI5025 con un valor de
232.04 mg/L fue ligeramente diferente al control (166.86 mg/L).

En cuanto a las biopeliculas de natamicina los resultados quedaron de la siguiente
manera, mostrando una relacion en la composicion de galato/L: NA2550 < NA5050 <
NA5025 y NA2525 (148.49, 263.41, 314.37 y 330.13 respectivamente). Solo las
biopeliculas NA5025 y NA2525 son las que presentan una cantidad mayor de galato/L
comparadas con la biopelicula control. La biopelicula NA2550 (148.49 mg galato/L) no
mostré menor concentracion de EG/L comparada a la pelicula control (166.86 mg

galato/L).
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3.1. Justificacién

La creciente poblacion mundial, junto con la creciente demanda de alimentos frescos,
seguros y nutritivos, ha hecho de la conservacion de los alimentos un area de sumo
interés. Los desafios a nivel mundial asociados a garantizar la seguridad alimentaria, asi
como su sostenibilidad, ha hecho que el desarrollo de nuevas tecnologias de
conservacion de alimentos se haya convertido en el centro de atencidn dentro de la
industria alimentaria. A medida que aumentan los esfuerzos por minimizar los impactos
de los métodos de conservacion tradicionales sobre el contenido nutricional, la calidad,
seguridad y salud ambiental, en particular de aquellos métodos que dependen de
materiales no biodegradables como los plasticos, se encuentran en el ojo publico y
politico. El uso de plasticos en los envases de alimentos, a pesar de que su funcién sea
prolongar la vida util de los alimentos mediante la proteccién de barreras, crea
preocupaciones a nivel mundial debido a su gran contribucion a la contaminacién plastica
y a su poca degradacion a largo plazo. Este problema ambiental en conjunto con la
demanda de los consumidores por alternativas mas seguras y ecoldgicas incita a un
cambio sobre las técnicas de conservacion innovadoras. Los recubrimientos comestibles
surgen como una respuesta ante estas necesidades, estos nos ofrecen una solucion
viable y sostenible. Entre los diversos métodos de conservacion de alimentos los
recubrimientos comestibles han ido ganando reconocimiento, debido a su importante
papel al extender la vida util de los productos alimenticios. Aparte de la utilidad de los
recubrimientos comestibles en cuanto a la conservacion de los alimentos, su relevancia
radica en que estos van de la mano con el concepto de sostenibilidad del medio ambiente.
La caseina como material en los recubrimientos comestibles representa una buena
opcioén por su bajo costo, obtencion accesible, alto valor nutricional, no toxicidad, las
propiedades que aporta a los recubrimientos, estas propiedades se pueden fomentar con
plastificantes como el glicerol; la nisina es la bacteriocina con mas investigaciones
realizadas como conservante antimicrobiano en alimentos, es un aditivo considerado
como seguro. En este trabajo se estudié la actividad antimicrobiana de la nisina
incorporada a recubrimientos comestibles a base de caseina evaluando su efecto
antimicrobiano en bacterias aerobias, bacterias coliformes, mohos y levaduras, esto con
el objetivo de tener en cuenta su importancia como método de conservacion en la

industria alimentaria.
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3.2. Hipétesis

La incorporacién de la nisina en la formulacién de recubrimientos comestibles de caseina,
tiene capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias aerobias en placa, bacterias
coliformes, mohos y levaduras, cuando se emplea como recubrimiento comestible del

queso de hebra (pasta hilada).

3.3. Objetivos

3.3.1. General

Evaluar el efecto antimicrobiano (bacterias aerobias en placa, bacterias coliformes,
mohos y levaduras) en queso de pasta de hebra (pasta hilada); empleando

recubrimientos comestibles preparadas con caseina y nisina.

3.3.2. Especificos

° Reproducir la elaboracién de biopeliculas empleando nisina como antimicrobiano
inmovilizado, en recubrimientos de caseina por el método de vaciado en placa.

° Determinar pH, T, densidad, acidez y prueba de alcohol en leche empleada como
materia prima para la elaboracion de queso de hebra (pasta hilada).

° Preparar queso de hebra (pasta hilada) por el método de fermentacién enzimatica.

° Determinar la actividad microbiana (aerobias en placa, bacterias coliformes

totales, mohos y levaduras) en el queso de hebra.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos y materia prima

Todos los aditivos empleados en la seccion experimental fueron grado alimenticio. La
caseina se adquirié de Glanbia Nutritionals, la grenetina y glicerina de Additius México y
la nisina de Weiri Biotech China. Los reactivos para el analisis microbioldgico: cuenta
estandar de bacterias mesdéfilas, mohos y levaduras y coliformes totales fueron adquiridos
de MCD LAB México, el agua utilizada fue agua destilada. Toda la leche empleada en
esta investigacion se adquirié en el Rancho ganadero Corriente Larga ubicado en la
comunidad Santa Sofia perteneciente al municipio de Santa Maria Jacatepec Tuxtepec,
Oaxaca con las coordenadas: Longitud -96.20992 y Latitud 17.86021.

4.2. Métodos

La metodologia general se dividié en tres etapas (Figura 1): la primera consistié en la
seleccion y preparacion de los recubrimientos de caseina con nisina derivado del trabajo
experimental realizado por Leyva-Hernandez (2022). En la segunda etapa se realiz6 la
preparacion del queso de pasta hilada y la aplicacion de los recubrimientos después de
36 h de conservacién a temperatura de refrigeracion (4°C) utilizando un refrigerador
doméstico (MABE). En la tercera etapa se llevé a cabo la evaluaciéon microbioldgica de
acuerdo a lo establecido por la NOM-243-SSA1-2010. La parte experimental se realizd
durante los meses de septiembre a enero del afio 2023 en el Taller de alimentos ubicado

en la Universidad del Papaloapan, campus Tuxtepec.

Figura 1. Metodologia general empleada en el desarrollo experimental
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Seleccién y preparacion de recubrimientos de caseina/nisina

Se prepararon 4 lotes de recubrimientos diferentes con sus respectivos duplicados y
blancos (sin nisina). Los recubrimientos se elaboraron de acuerdo a la metodologia
descrita por Leyva-Hernandez (2022) y Giron-Campechano (2023) con algunas
modificaciones. Se utilizé el método de vaciado en placa y las proporciones de cada
formulacion se indican en la tabla 4. Estas formulaciones se eligieron en funcién de los
resultados obtenidos por Leyva-Hernandez (2022) quien evalué el diametro del halo de
inhibicion sobre la bacteria patdogena Listeria monocytogenes, en un tiempo de exposicion
de 24 h a 37 °C sobre Agar Muller-Hinton.

Tabla 4. Proporciones empleadas en la elaboracion de las biopeliculas, Leyva-Hernandez
(2022) y Girén-Campechano (2023).

Lote Formulacién Caseina Glicerol Bacteriocina

Blancos B2525 25 25 Sin bacteriocina
B2550 25 50 Sin bacteriocina
B5025 50 25 Sin bacteriocina
B5050 50 50 Sin bacteriocina

I Ni2525 25 25 Nisina

Il Ni2550 25 50 Nisina

11 Ni5025 50 25 Nisina

v Ni5050 50 50 Nisina

Se utilizé una solucion formadora de biopelicula (SFP) siempre en la misma proporcion
mezclando 3 g de grenetina y 97 mL de agua destilada junto con la caseina (25 y/o 50 %
p/v), la mezcla se colocé en un vaso de precipitado de 400 mL sobre una placa calefactora
(Scorpion Scientific) con agitacion controlada por un tiempo de 30 min y una temperatura
de 35°C. La F se incorporé después de la homogenizacién completa de la SFP, la nisina
(2.5 % p/v) se afadio junto con el glicerol (25 y/o 50 % v/v) y se dejé en agitacidn por un
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tiempo de 10 min a una temperatura de 30 °C, el procedimiento se muestra en la Figura
2. La mezcla se vacio en proporciones de 25 mL sobre placas de vidrio para deshidratarse
en un horno de conveccion forzada (BINDER) a 35 °C durante 24 h. Después del secado,
los recubrimientos se despegaron de las placas de vidrio de manera cuidadosa y se
almacenaron en un desecador hasta su utilizaciéon. Tanto la preparacion como el

despegado de los recubrimientos se realizaron en una campana de extraccion.

Figura 2. Esquema de preparacion de los recubrimientos. Preparacién de la solucion
formadora de pelicula (SFP), formulacién (F) y recubrimientos por el método vaciado en

placas de vidrio.

4.2.2. Pruebas de plataforma en leche fresca de bovino

Se evalud la calidad de la materia prima empleando pruebas de laboratorio sugeridas por
Chacén-Villalobos (2008). Se analizaron todos los lotes de leche antes de su utilizaciéon
con el propdsito de identificar las caracteristicas quimicas cualitativas y de esta forma
tomar la decisidon de su uso en el proceso de transformacion. Las pruebas (Figura 3) se

describen a continuacion.

A) Potencial de hidrégeno. Se utilizé un potenciometro (Thermo Scientific, Orion Star
A211) calibrado, se afadieron 30 mL de la leche fresca en vasos de precipitado de 100

mL y se midi6 el pH de cada muestra, se enjuagé el electrodo con agua destilada entre
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cada medicion, posteriormente se registraron los datos. La lectura del pH se realizé por

duplicado para cada lote de leche.

Figura 3. Pruebas de plataforma en leche fresca. A) potencial de hidrogeno, B) densidad,

C) prueba de alcohol y D) acidez titulable.

B) Densidad. La determinacion de la densidad se realizé utilizando un lactodensimetro
con un termometro a escala de 10 a 30°C y una escala de 1.015-1.040 g/mL, esta escala
mide la profundidad a la que el lactodensimetro se hunde en la leche proporcionando asi
la densidad.

Se colocé de manera cuidadosa el lactodensimetro dentro de una probeta de 1000 mL
que contenia la muestra de leche fresca. Se dejé flotar libremente por un minuto, una vez

estable se realiz6 la lectura.

C) Prueba de alcohol. La evaluacion consiste en mezclar en partes iguales (50/50) una
porcidn de leche fresca por otra porcion de C2HsOH al 72 % v/v. Si la proteina de la leche
fresca presenta poca estabilidad pueden aparecer coagulos que seran mas grandes entre
mas acidificada se encuentre la muestra de leche fresca. Por medio de esta prueba es
posible establecer la estabilidad al calor que tienen las proteinas de la leche, propiedad
que depende de las posibles fermentaciones generadas por los microorganismos
Chacon-Villalobos (2008). Con ayuda de una pipeta volumétrica se obtiene 2 mL de leche
y se coloca en tubos de ensayo, se agrega 2 mL de C2HsOH al 72%, se mezclé y se
observé si habia formacion de grumos. Los resultados fueron reportados como positivo o

negativo.
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D) Acidez titulable. La acidez se determina por medio de un analisis volumétrico de
titulacion acido-base empleando disoluciones patrén normalizadas. La base empleada
fue NaOH 0.1N y como indicador fenolftaleina, esto con el objetivo de lograr el punto final
de valoracién. En vasos de precipitado de 100 mL se afiadieron 10 mL de la leche fresca,
se agrego a cada vaso 2 gotas de fenolftaleina, con ayuda de la bureta se afiadi6 gota a
gota la solucion de NaOH 0.1 N hasta que el contenido del vaso quedara de color rosa

palido.

4.2.3. Preparacioén de queso de pasta hilada

El queso se elabord en el taller de alimentos de la Universidad del Papaloapan Campus
Tuxtepec, la leche se adquirié entre los meses de septiembre y enero del ano 2023. Se
realizd una titulacion acido-base empleando NaOH 0.1 N con el objetivo de verificar el
valor de acidez inicial de la leche. Se acidificé utilizando acido acético comercial de grado
alimenticio hasta llegar a un valor de acidez de 6. La coagulacién enzimatica de la leche
se realiz6 empleando renina comercial Cuamix® de (CHR Hansen México) bajo las
recomendaciones establecidas por el proveedor. Después de la coagulacion se procedio
a cortar la cuajada y desuerar. Se realizé una prueba de confirmacion de estirado de la
hebra en agua caliente (75 a 80°C) con una porcién de queso, una vez finalizada la
prueba de estirado se procedié a malaxar el lote completo de queso en el agua caliente.
Finalmente, se realizé un choque térmico con agua fria y se le dio la forma caracteristica

de bola.

4.2.4. Actividad microbiolégica

Los 4 lotes de recubrimientos preparados, asi como sus respectivos controles (Tabla 4)
se utilizaron para realizar el método de recuento de bacterias aerobia en placa (NOM-
092-SSA1-1994), coliformes totales (NOM-113-SSA1-1994), mohos y levaduras (NOM-
111-SSA1-1994). Todo el equipo empleado se desinfectd antes del analisis con C2Hs0OH
80 % y el material se esterilizé en autoclave vertical (GEO-LAB). Antes y después de
sembrar las muestras se utilizé la luz UV de la campana de flujo laminar (PRENDO, CFL-
102) por un periodo de 15 min para desinfectar la superficie de trabajo. Las muestras de

quesos de hebra preparadas de acuerdo a la técnica descrita anteriormente se colocaron
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en un recipiente de aluminio con el recubrimiento obtenido en la primera etapa.
Finalmente, las muestras de quesos se almacenaron a temperatura de refrigeracién por

36 h antes del analisis microbioldgico.

4.2.4.1. Preparacion de la muestra

La preparacion de las muestras se realizé siguiendo las indicaciones de la NOM-110-
SSA1-1994 (preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico). Las muestras de quesos se homogenizaron en 90 mL de solucion
reguladora de fosfatos (pH 7.2) durante 1 min en una licuadora domestica (Oster) de 12
velocidades. La dilucion obtenida se trasfiri6 a un vaso de precipitado de 100 mL
permitiendo que las particulas grandes sedimentaran. De la capa superior de la
suspension se transfirid una alicuota de 1 mL en tubos de ensayo conteniendo nueve
veces el volumen del diluyente estéril evitando el contacto de la pipeta con el diluyente.
A partir de esta dilucion se realizaron las diluciones decimales consecutivas hasta una

concentracion 10

4.2.4.2. Cuenta de bacterias aerobias en placa

Se coloco en cajas Petri 1 mL de las diluciones preparadas por duplicado (Fig. 4A)
utilizando pipetas volumétricas estériles, en placas de agar (Fig. 4B) para método
estandar con 20 mL del medio preparado aproximadamente; manteniendo una
temperatura de 45 £ 1°C y haciendo movimientos oscilatorios sobre una superficie lisa
hasta lograr la incorporacién completa del inéculo (Fig. 4C) en el medio. Las cajas se
dejaron solidificar sobre una superficie horizontal (Fig. 4D), se prepararon 2 cajas control
con 20 mL. La incubacién (Fig. 4E) se realizd en posicion invertida al tiempo y
temperatura requerida (Tabla 4). Después del periodo de incubacién requerida se
seleccionaron las cajas en donde se observo crecimiento de colonias y se procedio a
hacer el conteo con ayuda de un contador de colonias (SCIENTIFIC, CVP-CM3),
empleando la técnica descrita en la norma NOM-092-SSA1-1994 (anexo F). Las bacterias
aerobias en placa que se cuantificaron en este trabajo de investigacion se pueden resumir

en la tabla 5.

69



IV. MATERIALES Y METODOS

Tabla 5. Temperatura y tiempo de incubacion para crecimiento de bacterias aerobias en

placa.
Grupo bacteriano Temperatura °C Tiempo de incubacién
Termofilos aerobios 55+2 48+2h
Mesofilos aerobios 352 48+ 2h
Psicrotroficos 202 3 - 5 dias
Psicrofilicos 512 7 - 10 dias

4.2.4.3. Cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.

Se colocd en cajas Petri 1 mL de las diluciones preparadas por duplicado utilizando
pipetas volumétricas estériles en placas de agar rojo violeta bilis con aproximadamente
20 mL del medio preparado manteniendo una temperatura de 45+ 1°C haciendo
movimientos oscilatorios sobre una superficie lisa hasta lograr la incorporacion completa
del indculo en el medio. Las cajas se dejaron solidificar sobre una superficie horizontal,
asi mismo se prepararon 2 cajas control con 20 mL. La incubacion se realizé en posicion
invertida (Figura 4) por un tiempo de 24+ 2h a una temperatura de 35°C. Después del
periodo de incubacion requerido se seleccionaron las cajas en donde se observd
crecimiento de colonias y se procedidé a hacer el conteo con ayuda de un contador de
colonias (SCIENTIFIC, CVP-CM3), tomando los criterios de la NOM-092-SSA1-1994

(anexo F) Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.
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Figura 4. Proceso de siembra en medio de cultivo para conteo de microrganismos: A)
diluciones, B) incorporacion de medio, C) incorporacion del indculo, D) solidificacion y E)

incubacion.

4.2.4.4. Mohos y levaduras

Se colocd en cajas Petri 1 mL de las diluciones preparadas por duplicado utilizando
pipetas volumétricas estériles en placas de agar papa - dextrosa con aproximadamente
20 mL del medio preparado manteniendo una temperatura de 45+ 1°C haciendo
movimientos oscilatorios sobre una superficie lisa hasta lograr la incorporacion completa
del indculo en el medio. Las cajas se dejaron solidificar sobre una superficie horizontal,
asi mismo se prepararon 2 cajas control con 20 mL para verificar la esterilidad. La
incubacion se realizé en posicion invertida (Figura 4) a una temperatura de 25°C + 1°C.
Después de 3 dias se seleccionaron las cajas en donde se observo crecimiento de
colonias y se procedié a hacer el conteo con ayuda de un contador de colonias
(SCIENTIFIC, CVP-CM3), tomando los criterios de la NOM-092-SSA1-1994 (anexo F).

Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Preparacion de biopeliculas o recubrimientos

En la Figura 5, se observan las biopeliculas blanco preparadas en esta investigacion.
Estas biopeliculas se prepararon por triplicado y sin bacteriocina las cuales fueron
almacenadas hasta su empleo como recubrimiento, bajo condiciones de oscuridad y

ausencia de humedad.

Figura 5. Biopeliculas blanco A, By C.

Mientras que, las biopeliculas con bacteriocinas se muestran en la Figura 6. Estas
biopeliculas fueron obtenidas mediante la metodologia sugerida por Leyva-Hernandez,
(2022) y Giron-Campechano (2023).

Figura 6. Biopeliculas con bacteriocina (Nisina): A) NI2525, B) NI2550, C) NI5025 y D)
NI15050.

72



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a lo anterior, se presenta un resumen de los resultados obtenidos por dichos
autores. Las biopeliculas blanco y con nisina presentan ligera transparencia y espesor
heterogéneo, las biopeliculas enriquecidas con nisina presentaron un enrollamiento en
los limites de las circunferencias dificultando su manipulacién.

En cuanto al contenido de humedad de las biopeliculas es variable sin importar la
concentracion de glicerol empleada en la formulacién. La capacidad de retencion de
aceite (CRA) fue similar entre las biopeliculas blanco y con nisina, los autores reportan
ausencia de diferencia significativa entre estas.

En el estudio realizado por (Giron Campechano, 2023) se obtuvieron biopeliculas
transparentes para el control y las preparadas con nisina presentaron ligera transparencia
con una tendencia a color amarillo, el espesor fue heterogéneo y las biopeliculas de
(Leyva-Hernandez, 2022) presentaron enrollamiento en los limites de su circunferencia
limitando asi su manipulacion.

En cuanto a la capacidad de solubilidad en agua (CSA) hubo variabilidad en los
tratamientos con nisina y biopeliculas blanco, la presencia de caseina y la cantidad de
plastificante puede afectar la CSA. En las biopeliculas con mayor proporcion de
plastificante la CSA aumentd de manera significativa. En las propiedades de la morfologia
las biopeliculas con nisina y las biopeliculas control presentaron apariencias
heterogéneas; en la determinacién de fenoles totales las biopeliculas blanco y las
preparadas con nisina presentaron diferencia significativa, de acuerdo a los resultados
reportados por los autores es posible predecir que la caseina es la responsable de esta
variacion.

Finalmente, en la actividad antimicrobiana a pesar de que se esperaba mayor actividad
antimicrobiana ante Listeria monocytogenes (bacteria gram positiva) solo NI2525 Y
NI5025 presentaron actividad bactericida mientras que las biopeliculas blanco no
presentaron crecimiento de la bacteria patdgena durante el tiempo de investigacion
(Leyva-Hernandez, 2022).
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5.2. Elaboracién de queso de hebra y pruebas de plataforma.

Para la elaboracion del queso de hebra se presenta la metodologia que se muestra en la
Figura 8, resultado de esta investigacion. En este proceso se requiere destreza y
conocimiento para su elaboracion. Existen puntos criticos de control que deben

mencionarse: recepcion de la leche (A), acidificacion (B) y malaxado (C).

Pruebas de laboratorio
(Prueba de alcohol,
Acidez, pH,
Temperatura, Densidad)

Acondicionamiento
previo (Filtracion)

@ Recepciénde la leche ————

Cuajado enzimético

— (1.5 mL/Lde leche).
Tiempo: 30 min

@ Acidificacion de la leche
con acido acético

Corte y desuerado

caliente __, [Formacionde la hebra Choque térmico, salado

@ Malaxado en agua
suave y brillosa y formacion de la hebra

(75-80 °C/3 min)

Figura 7. Proceso de elaboracion del queso de hebra estandarizado.

El proceso de elaboracion de queso se estandarizé en este trabajo de investigacion,
controlando las tres etapas criticas del proceso. Para la acidificacién de la leche se utilizd
acido organico comercial y comestible para alcanzar una acidez de 6 °D. En la
investigacion de (Narayana y Palliyaguro., 2022) se obtuvo evidencia de la acidificacion
directa con acido acético comercial y acido citrico empleado en la leche para la
elaboracién de queso mozzarella. Se mostré un mayor rendimiento quesero en
comparacion con la acidificacion con un cultivo iniciador (Streptococcus thermophilus),
esto es un buen indicativo para la reduccion de tiempos en la elaboracion de este tipo de
quesos (tipo pasta filata); la capacidad fundible es una propiedad importante del queso,
de manera particular cuando se utiliza en alimentos que se consumen después de
calentarlos, el término fundible se ha utilizado para indicar el grado en el que el queso
derretido fluye y se extiende al calentarlo. (Narayana y Palliyaguro., 2022), evaluaron esta
propiedad, el queso acidificado con acido acético y acido citrico fue el que mostro la
mayor capacidad fundible en comparacion con el queso acidificado con el cultivo

iniciador.
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La temperatura de estiramiento a la que se somete el queso influye en su estructura
puesto que afecta sus componentes y sus interacciones entre los que incluyen los
cambios en el estado fisico de la grasa y las interacciones moleculares entre la caseina

y la grasa.

Otro punto critico en la elaboracion del queso de hebra radica en el malaxado, en este
paso se requiere alcanzar el amasado que confiera las caracteristicas fisicoquimicas del
queso; en este trabajo de investigacion se utilizé un intervalo de temperatura entre los
75°C y 80°C. (Correia Goncalves y Cardarelli) determinaron en su investigacion que los
quesos elaborados y sometidos a una temperatura de entre 75 y 85°C, no afectaron la
capacidad de fusién de los quesos ni el perfil de su textura, sin embargo, el tiempo de
almacenamiento de refrigeracion de los quesos promovio un aumento de la fusion y una
disminuciéon de la dureza. La Figura 8, muestra el queso obtenido en este trabajo de
investigacion. Por otro lado (Feng et al., 2021) determinaron que los quesos estirados en
agua caliente a una temperatura de 80 °C por un tiempo de 12 min y 90°C por un tiempo
de entre 12 y 16 min presentaron un mayor contenido de retencion de agua comparados
con los quesos que se estiraron en agua a una temperatura de 60 y 70°C por un tiempo
de 12 a 16 min, posiblemente esto se deba a la contraccién de la matriz proteica de la

cuajada lo cual dificulté la sinéresis a temperaturas altas.

Figura 8. Queso de pasta hilada, obtenido en este trabajo de investigacion.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
Las pruebas de plataforma en la leche de vaca recién ordefiada nos permiten visualizar
la condicién en la que se encuentra la leche, son pruebas simples, rapidas y flexibles en
pruebas de campo y asi evitar contratiempos, entre estas pruebas se encuentra el pH,
acidez, densidad y prueba de alcohol. En la Tabla 6, se muestran los resultados de las

pruebas que fueron realizadas a la materia prima antes de la elaboracién del queso.

Tabla 6. Parametros de calidad en leche fresca

Parametro Media Desv. Est. Min Max
pH 6.6 0.7 6.2 8.1
Acidez, °D 24.5 9.5 17.0 43
Temperatura, °C 25.9 1.8 22.8 27.5
Densidad, g/mL 1.026 0.001 1.025 1.027
Prueba de alcohol Negativo

Tal y como se observa en la Tabla 6, las medidas del pH de las muestras de leche cruda
de vaca presentaron un valor promedio de 6.6, valor similar al valor obtenido por (Alvarez
Figueroa et al., 2022) cuyo estudio de analisis fisicoquimicos en muestra de leche de
vaca, obtuvieron resultados para el pH de 6.64 y un valor de 1.024g/mL para la densidad.
En la investigacion de (Ahmida et al., 2021) obtuvieron un valor promedio en cuanto a
densidad de 1.052 g/mL, con un valor de pH de 6.61; (Boudalia et al., 2020) en la

investigacion de la caracterizacion de un queso tradicional “Bouhezza” elaborado con
leche cruda de vaca obtuvieron un pH promedio de 6.48 con un valor minimo de 6.00 y
un valor maximo de 6.63, para la propiedad densidad, se obtuvo un valor promedio de

1.301 g/mL con un valor maximo de 1.042 g/mL y un valor minimo de 1.024 g/mL.

En el estudio hecho por (Desye et al., 2023) se analizaron muestras de leche de vacas a
una temperatura promedio de 28.2 °C, dando como resultado un valor promedio de 1.027
g/ml para la densidad similar al estudio de (Lopez Villafafia et al., 2023) con muestras de
leche de vaca para la elaboracién de queso panela, obteniendo resultados de 1.028 g/mL.
En cuanto a la prueba de alcohol, para esta investigacion se reportan negativas, con un

valor medio pH de 6.6.
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5.3. Analisis microbiolégico

Los recubrimientos comestibles que incorporan agentes antimicrobianos generalmente
ayudan a prolongar la vida util de los alimentos, ademas de ayudar a minimizar los riesgos

de contraer enfermedades de transmision alimentaria.

En este trabajo se evaluaron recubrimientos comestibles de caseina con nisina
incorporada como antimicrobiano, contra bacterias aerobias en placa, bacterias
coliformes totales, mohos y levaduras. En la Figura 9, se muestra la adecuacion de los
tratamientos experimentales que incluyen a los quesos que contienen nisina afiadida (A-
D), muestras blanco (sin nisina) (E-H) y muestras sin recubrimiento (I, J). Este

procedimiento se utilizé en todos los grupos bacterianos estudiados en esta investigacion.

Figura 9. Tratamientos experimentales del queso de pasta hilada con aplicacién del
recubrimiento: A) T1(NI2525), B) T2(NI12550), C) T3(NI15025), D) T4(NI15050). Blanco: E)
B1(2525), F) B2(2550), G) B3(5025), H) B4(5050). Quesos sin recubrimiento: 1), J).

Se evalud la idoneidad de los recubrimientos comestibles seleccionados para actuar
como barrera contra una contaminacion microbiana externa, los resultados obtenidos
para el recuento de bacterias termdfilas se encuentran en la Tabla 7. Para evaluar la
actividad de barrera de los recubrimientos fue necesario saber si los recubrimientos
permitieron o no el paso de la contaminacion a los quesos o si estos recubrimientos

pudieron reducir o eliminar la contaminacién que se produjo en los quesos durante su
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almacenamiento. La supervivencia de bacterias terméfilas (Anexo A) presentes en los
quesos se puede observar en varios recubrimientos. Se evaluaron los quesos con los
recubrimientos pertenecientes a las formulaciones que tuvieron nisina incorporada, al
mismo tiempo se evaluaron quesos con recubrimientos blanco (sin nisina anadida) y
quesos sin recubrimiento. En los quesos recubiertos, Tabla 7 (T1-T4), no se tuvo
crecimiento microbiano. Sin embargo, en los blancos (B1-B4) se puede apreciar que,
hubo crecimiento microbiano, presentando un valor minimo estimado de 264 UFC/g para
el recubrimiento B1(2525) y un valor maximo estimado de 484 UFC/g para el
recubrimiento B3(5025) y al observar los quesos sin recubrimiento se puede apreciar que
estos presentaron un mayor crecimiento microbiolégico si se compara con los quesos
recubiertos con las formulaciones seleccionados que no presentaron crecimiento y los

recubrimientos blancos.

Los recubrimientos con nisina incorporada no permitieron el crecimiento de bacterias
termdfilas en los quesos, por lo tanto, son eficaces para actuar como barrera contra la

contaminacion de estos microorganismos, en las condiciones de estudio.

Se evalud la idoneidad de los recubrimientos comestibles seleccionados, los resultados
obtenidos para el recuento de bacterias mesédfilas se muestran en la Tabla 8. La
supervivencia de bacterias mesodfilas presentes en los quesos se puede observar en
varios recubrimientos. Se evaluaron los quesos con los recubrimientos pertenecientes a
las formulaciones que tuvieron nisina incorporada, al mismo tiempo se evaluaron quesos

con recubrimientos blanco (sin nisina afiadida) y quesos sin recubrimiento (Anexo A).
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Tabla 7. Recuento de bacterias aerobias (Termofilicos, 55 °C + 2 °C) en queso de pasta

hilada, empleando recubrimientos de caseina y nisina. Agar cuenta estandar

Tratamientos Media*, UFC/g Min*, UFC/g Max*, UFCl/g

1:10 1:10 1:10
B1(2525) 26.4 26.4 26.4
B2(2550) 28.6 26.4 30.8
B3(5025) 46.2 44.0 48.4
B4(5050) 41.8 39.6 44.0
T1(NI12525) 0 0 0
T2(NI12550) 0 0 0
T3(NI5025) 0 0 0
T4(NI5050) 0 0 0
QSR 396.0 352.0 440.0

*Valor estimado. Dilucién -1. QSR: queso sin recubrimiento

En los quesos recubiertos con las formulaciones con nisina incorporada, se tuvo un valor
maximo de 7600 UFC/g para T4(NI5050) y un valor minimo de 1000 UFC/g para
T1(NI2525), mientras que en los quesos recubiertos con los recubrimientos blanco se
tuvo un valor maximo de 41000 UFC/g para B4(5050), y un valor minimo de 1000 UFC/g
para B1(2525). En los quesos sin recubrimiento se tienen valores mayores que en los
quesos con recubrimientos afiadidos con nisina y los recubrimientos blanco. Estos
recuentos microbianos de mesdfilos aerobios en los quesos con los recubrimientos
afadidos con nisina no superan el limite maximo que establece la NOM-243-SSA1-2010
con un valor de 200,000 UFC/g o mL, aunque los quesos sin recubrir si superan este
valor. Lo anterior permite visualizar que, los quesos sometidos a tratamiento con los
recubrimientos enriquecidos con nisina presentaron efectividad antimicrobiana ante este
grupo de bacterias y se este efecto se puede percibir de forma clara cuando los resultados

se comparan con aquellos quesos donde no se utiliza recubrimiento (QSR).
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Tabla 8. Recuento de bacterias aerobias (Mesofilos aerobios, 35 °C + 2 °C) en queso de
pasta hilada, empleando recubrimiento de caseina y nisina. Agar cuenta estandar.
Tratamientos Media*, UFC/g Min*, UFC/g Max*, UFC/g

1:1000 1:1000 1:1000

B1(2525) 1 1 1
B2(2550) 17.5 14 21
B3(5025) 6 1 11
B4(5050) 38.5 36 41
T1(NI12525) 15 1 2
T2(NI12550) 1 1 1
T3(NI15025) 1 1 1
T4(NI5050) 8 8.4 7.6
QSR 572 528 594

*Valor estimado. Dilucién -3. QSR: queso sin recubrimiento

En el estudio hecho por (Shaala et al., 2020) en donde estudiaron nisina, lisozima, cultivo
protector y natamicina para inhibir el crecimiento de bacterias meséfilas en queso blando
durante un periodo de almacenamiento de 30 dias, el analisis microbiologicos se llevo a
cabo el dia 1, 14 y 30. Los quesos tratados con nisina fueron los que presentaron un
porcentaje de reduccion de bacterias aerobias el primer dia de analisis con 31.60% que
luego se elevo en el dia 14 con un 90.32% y por ultimo en el dia 30 con un 96.54%,
presentando una valor promedio de 591 UFC/g con respecto al queso blanco en el primer
dia con un valor promedio de 864 UFC/g, en el dia 14 con un valor promedio de 146
UFC/g con respecto al queso blanco con un valor promedio de 1509 UFC/g y por ultimo
en el dia 30 presentando un valor promedio de 73 UFC/g con respecto al queso blanco
con un valor promedio de 2109 UFC/g.

(Diblan et al., 2023) realizaron un estudio comparando diferentes recubrimientos
(LDPE/poliamida/LDPE+2% de antimicrobianos) sobre la calidad y estabilidad del queso
Kasar, los antimicrobianos en estos recubrimientos fueron el sorbato de potasio (PS),

nisina (N), quitosano (CTS) o zeolita sustituida por plata (AgZeo).
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El recuento de bacterias mesofilas para los quesos a 5°C fue de 4,58 log UFC/g en el dia
15 para la muestra inicial y el recubrimiento blanco, para el recubrimiento con PS fue de
4.53 UFC/g, para el recubrimiento N 5.68 UFC/g y para el recubrimiento AgZeo 5.59
UFC/g, para el dia 45 los recuentos fueron de 6.20 UFC/g, 6.04 UFC/g, 6.04 UFC/qg, 5.77
UFC/gy 6.04 UFC/g respectivamente. En el dia 10 con 15°C los recuentos fueron de 5.60
UFC/g, 5.60 UFC/g, 6.01 UFC/g, 5.54 UFC/g y 5.63 UFC/g respectivamente, para el dia
35 fueron de 6.23, 6.35, 5.94, 6.03 y 5.73 UFC/g finalmente a 25°C de almacenamiento
de las muestras, los recuentos fueron de 7.53, 7.32, 7.45, 7.22 y 7.13 UFC/g para el dia
2 y para el dia 15 el recuento fue de 10.2, 9.96, 10.21, 10.12 y 10 UFC/g respectivamente.
Por otro lado, el Anexo B se muestra el tratamiento experimental que pertenece al grupo
de psicrotréficos que incluyen a los quesos que contienen nisina anadida, muestras
blanco (sin nisina) y muestras sin recubrimiento. Al igual que en los tratamientos
anteriores, se evalud la idoneidad de los recubrimientos comestibles seleccionados, los
resultados obtenidos para el recuento de bacterias psicrotroficas se encuentran en la
Tabla 9.

Se puede observar que esta vez si se tuvo crecimiento microbiano en los quesos
recubiertos con los recubrimientos con nisina incorporada, mostrando que la formulacion
T4(NI5050) tuvo un crecimiento maximo de 748000 UFC/g y un valor minimo en
T1(NI5025) con 2000 UFC/g, se puede observar que los tratamientos de los quesos sin
recubrir no presentaron tanto crecimiento si se compara con los tratamientos recubiertos
con las formulaciones seleccionadas. Con estos resultados se puede decir que las
bacterias psicrotréficas pueden resistir a la nisina como antimicrobiano afiadida a los

recubrimientos comestibles de caseina.
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Tabla 9. Recuento de bacterias aerobias (Psicrotroficos, 20 + 2 °C) en queso de pasta

hilada, empleando recubrimientos de caseina y nisina. Agar cuenta estandar.

Tratamientos Media*, UFC/g Min*, UFC/lg Max*, UFC/g
1:1000 1:1000 1:1000
B1(2525) 2.5 3.5 5
B2(2550) 124 120 124
B3(5025) 16 14 18
B4(5050) 1 1 1
T1(NI2525) 3 2 4
T2(NI12550) 190 28 352
T3(NI15025) 26 24 28
T4(NI5050) 389 30 748
QSR 46 24 70

*Valor estimado. Dilucién -3. QSR: queso sin recubrimiento

En la investigacion realizada por (Zhang et al.,, 2024) se prepararon recubrimientos
comestibles aplicados en quesos blandos a base de proteina de suero incorporando
péptidos antimicrobianos derivados de la leche (as2- caseina151-181 y as2-caseina182—
207 comparando sus propiedades con recubrimientos elaborados a base de suero y
nisina durante 28 dias de almacenamiento. Se observo que el recuento de bacterias
psicrotréficas disminuyeron durante el almacenamiento en todas las muestras. Se aprecio
una mayor disminucién en los recuentos en los quesos recubiertos en comparacion con
las muestras descubiertas. Los recuentos de bacterias psicrotroficas fueron de 4.15, 4.28,
3.92, 3.71y 3.91 en el dia 7 y posteriormente pasaron a valores de 4.24, 4.37, 3.51, 3.28
y 3.39 log UFC/g para el queso sin recubrimiento (UC), WPF (recubrimiento de proteina
de suero pura), WPF/nisina, as2- caseina 151-181 y as2-caseina 182-207,
respectivamente, el dia 28.

En el Anexo C se muestra el tratamiento experimental que pertenece al grupo de
psicrofilicos que incluyen a los quesos que contienen nisina afadida, muestras blanco

(sin nisina) y muestras sin recubrimiento. Se evalud la idoneidad de los recubrimientos
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comestibles seleccionados, los resultados obtenidos para el recuento de bacterias
psicrofilicas se encuentran en la Tabla 10. En éstos se puede observar que en ningun
tratamiento se tuvo crecimiento bacteriano, esto puede deberse a la temperatura de
almacenamiento a la cual fueron sometidos dichos tratamientos, pocos microorganismos
logran subsistir a dicha temperatura de refrigeracién. Como se puede apreciar inclusive
los quesos a los que no se le aplicaron recubrimientos no presentaron ningun crecimiento
bacteriano. Este hecho demuestra por un lado que, la temperatura de refrigeracion 5°C
sigue siendo la barrera efectiva para detener el crecimiento microbiano y por otro lado,
que los recubrimiento comestibles con antimicrobiano deben probarse a tiempo de
almacenamiento prolongados para evidenciar el comportamiento microbiano y comprobar

la ausencia de estos.

Tabla 10. Recuento de bacterias aerobias (Psicrofilicos, 5 + 2 °C) en queso de pasta

hilada, empleando recubrimientos de caseina y nisina. Agar cuenta estandar.
Tratamientos Media*, UFC/g Min*, UFC/lg Max*, UFC/g

1:1000 1:1000 1:1000
B1(2525) 0 0 0
B2(2550) 0 0 0
B3(5025) 0 0 0
B4(5050) 0 0 0
T1(NI12525) 0 0 0
T2(NI12550) 0 0 0
T3(NI5025) 0 0 0
T4(NI5050) 0 0 0
QSR 0 0 0

*Valor estimado. Dilucién -3. QSR: queso sin recubrimiento

En el Anexo C se muestra el tratamiento experimental que pertenece al grupo de mohos
y levaduras que incluyen a los quesos que contienen nisina afiadida, muestras blanco
(sin nisina) y muestras sin recubrimiento. Se evalud la eficacia de los recubrimientos
comestibles seleccionados, los resultados obtenidos para el recuento de mohos y

levaduras se encuentran en la Tabla 11.
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El unico tratamiento que no presentd crecimiento microbiano fue T1(NI2525), en los
tratamientos de los blancos se obtuvo un crecimiento maximo de 242000 UFC/g y un
crecimiento minimo de 8000 UFC/g, los quesos sin recubrimiento presentaron un valor
maximo de 286000 UFC/g y un valor minimo de 264000 UFC/g, con estos resultados nos
podemos dar una idea de que los recubrimientos con nisina incorporada no son tan
idoneos para inhibir mohos y levaduras.
Tabla 11. Recuento de mohos y levaduras (3 a 5 dias, 25°C) en queso de pasta hilada,

empleando recubrimiento de caseina y nisina. Agar Papa Dextrosa.

Tratamientos Media*, UFC/g Min*, UFC/g Max*, UFC/g

1:1000 1:1000 1:1000

B1(2525) 242 220 242
B2(2550) 242 220 242
B3(5025) 198 198 220
B4(5050) 14 8 20
T1(NI12525) 0 0 0
T2(NI12550) 38 28 48
T3(NI15025) 128 80 176
T4(NI15050) 3.5 3 4

QSR 242 264 286

*Valor estimado. Dilucién -3. QSR: queso sin recubrimiento

La nisina generalmente es conocida por su actividad antibacteriana contra bacterias
Gram negativas, pero tiene poco efecto contra bacterias Gram positivas, mohos y
levaduras (Setiarto et al., 2023). La NOM-243-SSA1-2010 especifica que el limite maximo

permisible de mohos y levaduras que puede haber en los quesos es 500 UFC/g o mL.

(Diblan et al., 2023) realizaron un estudio comparando diferentes recubrimientos
(LDPE/poliamida/LDPE+2% de antimicrobianos) sobre la calidad y estabilidad del queso
Kasar, los antimicrobianos en estos recubrimientos fueron el sorbato de potasio (PS),

nisina (N), quitosano (CTS) o zeolita sustituida por plata (AgZeo).
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El recuento de mohos y levaduras en todos los recubrimientos tendieron a incrementar
con el aumento de la temperatura y el tiempo. De manera general los recubrimientos
controlaron los mohos y levaduras en comparacion con los quesos a los que no se les
afiadio antimicrobianos. El recuento mas alto lo tuvo la muestra con recubrimiento blanco
al final del almacenamiento a 5°C y los recubrimientos AgZeo y CTS inhibieron de manera
eficaz durante el periodo de almacenamiento. El resto de recubrimientos no pudieron

controlar de manera eficaz el crecimiento de mohos y levaduras.

En la investigacion hecha por (Kalinteri et al., 2013) se estudi6 el efecto de la nisina y
natamicina sobre la vida util del queso Galotery, en los tratamientos de quesos a los que
no se le afadieron nisina, en un inicio (en el dia 0) la poblacién fue de 7.2 log ufc/g con
una vida util de 14 a 15 dias, los quesos enriquecidos con nisina con una concentracion
de 100 Ul/ g tuvieron un crecimiento de 7.0 log UFC/g con una vida util de 18 a 19 dias,
los quesos enriquecidos con nisina a una concentracion de 200 Ul/ g tuvieron una vida

util de 18 a 19 dias también, estos tuvieron un crecimiento de 6.9 log UFC/g.

Por otra parte, los quesos afiadidos en conjunto con nisina y natamicina fueron los que
presentaron menor cantidad de crecimiento de mohos y levaduras. (Mei et al., 2015) en
su investigacion evaluaron la efectividad de recubrimiento comestible en quesos por 25
dias a base de quitosano, almidon de castafa y glicerol junto con combinaciones de
sustancias antimicrobiana como: extracto de fruto de cornus officinalis (cofe), aceite
esencial de aguja de pino (pneo) y nisina. Después de 15 dias de almacenamiento se
evidencié el crecimiento de mohos y lavaduras en los recubrimientos WCSC-COAT
(solucion de quitosano), WCSC-NIS-COAT (solucion de quitosano-nisina) y NO-COAT
(sin solucion de recubrimiento) en el queso Bod ljong. Por lo contrario, las muestras de
quesos con los recubrimientos de WCSC-COFE-COAT (solucién de quitosano con
extracto de fruto cornus officinalis), WCSC-PNEO-COAT (solucion de quitosano con
aceite esencial de aguja de pino. La nisina tiene una eficacia muy minima de inhibicion
en cuanto a mohos y levaduras por el contrario de los recubrimientos que contenian
aceite esencial de aguja de pino (pneo) y extracto de fruto de cornus officinalis (cofe) que
no mostraron crecimiento visible de levadura ni moho durante todo el periodo de

almacenamiento. Estos dos compuestos contienen concentraciones altas de compuestos
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fendlicos (terpenoides). Estos compuestos fendlicos son un gran grupo de compuestos

antimicrobianos activos contra bacterias grampositivas, mohos y levaduras.

En la investigacion realizada por (Zhang et al., 2024) se prepararon recubrimientos
comestibles aplicados en quesos blandos a base de proteina de suero incorporando
péptidos antimicrobianos derivados de la leche (as2- caseina151-181 y as2-caseina182—
207) comparando sus propiedades con recubrimientos elaborados a base de suero y
nisina durante 28 dias de almacenamiento. En el recuento de mohos y levaduras en el
queso sin recubrir fue menor a 1 UFC/g al inicio del almacenamiento, pero después de
14 dias empez6 a incrementar alcanzando un valor de 3.99 UFC/g hasta el dia 28. Para
los recubrimientos as2- caseina151-181 y as2-caseina182-207 no se presento
crecimiento al inicio, ni a los 14 dias, ni en el dia 28 para as2- caseina 151-181, tampoco
hubo crecimiento a 14 dias si no hasta el dia 28 que se presentd un crecimiento de 1.24
UFC/g en el recubrimiento as2-caseina182-207. En el recubrimiento a base de suero con
nisina hubo crecimiento a partir del dia 14 con un valor de 1.27 UFC/g hasta llegar al dia
28 con 3.86 UFC/g.

Finalmente, en el Anexo E se muestra el tratamiento experimental que pertenece al grupo
de bacterias coliformes que incluyen a los quesos que contienen nisina afadida,
muestras blanco (sin nisina) y muestras sin recubrimiento. Se evalu6 la efectividad de los
recubrimientos comestibles seleccionados, los resultados obtenidos para el recuento de

bacterias coliformes se encuentran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Recuento de coliformes totales en placa (24 h £ 2 h, 35°C) en queso de pasta

hilada, empleando recubrimiento de caseina y nisina. Agar rojo violeta bilis lactosa.

Tratamientos Media*, UFC/g Min*, UFC/g Max*, UFC/g
1:1000 1:1000 1:1000
B1(2525) 0 0 0
B2(2550) 0 0 0
B3(5025) 0 0 0
B4(5050) 90 90 92
T1(NI2525) 0 0
T2(NI12550) 29.5 51
T3(NI5025) 0 0
T4(NI5050) 6 3 9
QSR 486 484 748

*Valor estimado. Dilucién -3. QSR: queso sin recubrimiento

Todos los tratamientos sin nisina afiadida a excepcion B4 (NI5050) no presentaron

crecimiento de bacterias coliformes, y en los recubrimientos que contienen nisina
afiadida, T2(NI2550) con un promedio de 29500 UFC/g y T4(NI15050) con un promedio
de 6000 UFC/g, solo estos dos tratamientos presentaron crecimiento, sobrepasando el
limite maximo de <100 UFC/g en quesos que indica la NOM-243-SSA1-2010. Para los

quesos que no fueron recubiertos se puede visualizar que estos presentaron un

crecimiento mayor que los quesos recubiertos por lo tratamientos blanco y los quesos

recubiertos por las formulaciones seleccionadas, solo dos tratamientos (T1 Y T2)

inhibieron de manera eficaz el crecimiento de bacterias coliformes.
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VI. CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

La metodologia de vaciado en placa para la elaboracion de recubrimientos
comestibles fue un método replicable en este trabajo.

La variable para la leche fresca que presentd mayor dificultad en su control, fue la
acidez.

Los recubrimientos mostraron mayor eficacia en la inhibicion de las bacterias
termdfilas y bacterias mesofilas.

Los cuatro tratamientos probados fueron eficientes en la inhibicion de bacterias
termofilicas, mientras que para las bacterias mesofilicas fueron T1, T2 y T3.

Los recubrimientos no mostraron eficiencia en la inhibicion de bacterias
psicrotréficas, de acuerdo a las condiciones de estudio.

No se presentd crecimiento de bacterias psicrofilicas, en las condiciones de
estudio.

El T1 fue el mas eficiente en la inhibicion de mohos y levaduras, de acuerdo a las
condiciones de estudio.

Los tratamientos T1, T3 mostraron eficiencia en la inhibiciéon de coliformes totales.
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VI. CONCLUSIONES

Perspectivas

Realizar pruebas microbiolégicas con otros grupos bacterianos, empleando los
recubrimientos preparados con caseina/nisina.

Realizar pruebas microbioldégicas con bacterias patdégenas, empleando los
recubrimientos preparados con caseina/nisina.

Realizar evaluacion sensorial en los quesos con los recubrimientos empleados en
los experimentos.

Realizar analisis quimico proximal en los quesos propuestos en este estudio.
Probar otras condiciones para recubrir o empacar el queso, de modo que sea

posible la facil manipulacién del producto lacteo.
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VIII. ANEXOS

VIII. ANEXOS

Anexo A

Tratamientos experimentales (termofilicos) del queso de pasta hilada con aplicacion del
recubrimiento: A) T1(NI2525), B) T2(2550), C) T3(5025), D) T4(NI5050). Blancos: E)
B1(NI2525), F) B2(2550), G) B3(5025), H) B4(N15050). Quesos sin recubrimiento: 1)-J).
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VIII. ANEXOS

Anexo B

Tratamientos experimentales (psicrotroficos) del queso de pasta hilada con aplicacién del
recubrimiento: A) T1(NI2525), B) T2(2550), C) T3(5025), D) T4(NI5050). Blancos: F)
B1(NI12525), G) B2(2550), H) B3(5025), I) B4(NI5050). Quesos sin recubrimiento: E)-J).
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VIII. ANEXOS

Anexo C

Tratamientos experimentales (psicrofilicos) del queso de pasta hilada con aplicacion del
recubrimiento: A) T1(NI2525), B) T2(2550), C) T3(5025), D) T4(NI5050). Blancos: E)
B1(NI2525), F) B2(2550), G) B3(5025), H) B4(NI5050). Quesos sin recubrimiento: 1)-J).
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VIII. ANEXOS

Anexo D

Tratamientos experimentales (mohos y levaduras) del queso de pasta hilada con
aplicacion del recubrimiento: A) T1(NI2525), B) T2(2550), C) T3(5025), D) T4(NI5050).
Blancos: E) B1(NI2525), F) B2(2550), G) B3(5025), H) B4(NI5050). Quesos sin
recubrimiento: 1)-J).
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VIII. ANEXOS

Anexo E

Tratamientos experimentales (coliformes) del queso de pasta hilada con aplicacion del
recubrimiento: A) T1(NI2525), B) T2(2550), C) T3(5025), D) T4(NI5050). Blancos: E)
B1(NI2525, F) B2(2550), G) B3(5025), H) B4(NI5050). Quesos sin recubrimiento: 1)-J).
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VIII. ANEXOS

Anexo F

Conteo de microorganismos

Seleccionar placas que tengan de 25 a 250 colonias.

Cuando solo una dilucion esta en el intervalo apropiado, calcular la cuenta
promedio por g o mL de dicha dilucion.

Si dos diluciones se encuentran en el intervalo adecuado, determinar la cuenta
promedio por cada diluciéon antes de promediar la cuenta de las dos diluciones
para obtener la cuenta en placa por g o mL.

Silas placas cuentan con menos de 25 colonias, se cuentan las colonias presentes
en la dilucidon, promediar el numero de colonias y multiplicar por el factor de
dilucion.

Si las placas cuentan con mas de 250 colonias, se cuentan en porciones
representativas, la mitad o una cuarta parte y se multiplica por el factor de dilucién.
Si solo puede contarse algunos cuadros (considerar que una placa posee 65
cuadros en 100 mm).
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