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RESUMEN:

El meldn (Cucumis melo) es una de las hortalizas més producidas en el pais, y en
particular en la Comarca Lagunera. Se cultivan alrededor de 24 000 ha anualmente en
todo el pais y el 30% de dicha produccion es exportada, principalmente a los Estados
Unidos. En 2002 se detectd la contaminacioén de este producto con Salmonella sp. Este
microorganismo es actualmente la causa mas importante de brotes de gastroenteritis
asociada a alimentos, causando anualmente 1.4 millones de casos y alrededor de 500

muertes tan solo en los Estados Unidos.

Debido a que el melon crece al ras del suelo y a su morfologia, puede ser
facilmente contaminado con Salmonella sp. u otros microorganismos. Se sabe que al
contaminarse el producto, este microorganismo puede alojarse en la cascara (epicarpo)
donde es capaz de vivir y reproducirse y donde resulta dificil eliminarlo. Debido a esto
se han desarrollado estrategias para controlar la contaminacion tales como el uso de
agentes sanitizantes en el proceso de comercializacion del producto. Estos agentes
pueden ser productos quimicos, los cuales pueden acumularse y ser residuales, alterando
las caracteristicas del producto. Por lo tanto, recientemente se ha optado por el uso de
compuestos de origen natural que pueden ser alternativas efectivas contra este

microorganismo sin alterar la calidad del producto.

Una fuente importante de compuestos polifendlicos es la cascara de la nuez, que
al ser considerada un desecho, pudiera ser empleada redituablemente. En el presente
trabajo se empled un extracto acuoso obtenido a partir de la céscara de la nuez, como
agente bactericida en contra de Salmonella Typhi, en la etapa de lavado del melon y se
evalu6 su capacidad antimicrobiana, /n vitro y en el producto. Se obtuvo una muy buena
actividad bactericida al emplearlo /n vitro obteniendo una CMB de 4.3mg/ml. Por otra

parte, al ser empleado directamente sobre el producto (4.3mg/ml) se obtuvieron
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reducciones de hasta un log. Asi mismo, se evalud prevalencia de Salmonella en melon
Cantaloupe de distintos puntos de venta en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México, no se

encontraron aislados positivos para Salmonella spp.
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ABSTRACT:

Cantaloupe melon (Cucumis melo) is one of the most produced fruits in Mexico,
particularly in La Comarca lagunera. There are 24 000 ha harvested annually and the
30% of the production is exported, principally to the United States of America. In 2002
melons grown in México were found to be contaminated with Salmonella sp. This
microorganism is nowadays the lead cause of gastroenteritis outbreaks due to foods,

causing around 1.4 million of cases and 500 deaths annually, just in the United States.

Because melon is cultivated at ground level and its morphology, it can be
contaminated with Salmonella sp. or any other microorganisms, it is well known once
Salmonella reaches the surface, it can live and multiply itself therein. In addition, it
results in a hard removing microorganism and there have been developed strategies to
eliminate contamination of melons such as sanitizers, but these chemical products could
get stuck and remain after the washing, changing the melon sensorial properties. It has
been opted to use effective natural substances against Salmonella organisms and not-

changing melon sensorial properties.

Pecan shell is a great source of natural antimicrobial agents and it is considered
as a waste, resulting in a profitable tannin source. The aim of this work was to use an
aqueous extract obtained of Pecan shell as an antimicrobial agent in the washing step in
melon processing and to evaluate its antimicrobial effect /n vitro and on Cantaloupe
melon. The aqueous extract showed good antimicrobial effect against Salmonella Typhi
In vitro, 4.3 mg/ml as MBC, in the other hand, using it onto Cantaloupe surface
(4.3mg/ml) resulted in 1 log reductions in Salmonella population. In addition,
prevalence of Salmonella organisms was evaluated in whole Cantaloupe melons
acquired from different markets in Saltillo, Coahuila, México and no positive isolates

were found.
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INTRODUCCION:

El melon (Cucumis melo) es la méas importante de las cucurbitdceas que se
cultivan en México y una de las hortalizas mas extendidas, ya que se siembran mas de
24 000 hectareas anuales. En el afio 2006, tan solo la Laguna se sembraron mas de 4 000
hectareas con un rendimiento promedio de 25 toneladas por hectarea (Reyes-Carrillo et
al., 2007). Ademas, es una de las hortalizas que generan mas divisas para el pais pues
alrededor del 30% de la produccion se exporta, principalmente a los Estados Unidos
debido a la cercania geografica, su competitividad en precio y calidad, y al descenso de
la produccion de esta especie en invierno en ese pais. Se estima que para 2008 las
exportaciones de melén mexicano al mercado estadounidense seran de 205.8 mil

toneladas (Borrego et al., 2001; Hernandez-Martinez et al. 2006)

En mayo de 2002 se detect6 la contaminacion del melén Cantaloupe mexicano
con Salmonella enterica Poona, por lo que Estados Unidos reforzd sus restricciones
fitosanitarias para su ingreso al pais. Ante esta problemadtica, el gobierno mexicano logré
la reapertura de las exportaciones de melon en diciembre del mismo afio (SAGARPA,
2003) aunque a finales de ése afio y principios de 2003 la participacion del meldén

mexicano se vio disminuida (SAGARPA, 2003).

La infeccion por Salmonella es de gran importancia en materia de salud publica
debido al impacto socioeconémico que ocasiona. Se transmite principalmente por
alimentos los cuales causan la mayor parte de los brotes que afectan a centenares de
personas. Aunque puede ser causada por cualquiera de los casi 2 500 serotipos, los que
se aislan con mayor frecuencia en México son Salmonella enterica Enteritidis y S.

enterica Typhimurium (Gutierrez-Gogco et al., 2000).
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Desde las década de los ochenta y en la actualidad, la incidencia de salmonelosis
de origen alimentario ha aumentado considerablemente y continta esta tendencia
(Castillo et al., 2004). Este incremento es el resultado de una combinaciéon de factores
relacionados con el desarrollo en la industrializacion en todas las fases de produccion de
alimentos, cambios en las practicas del manejo de los alimentos, asi como el
almacenamiento, distribucion y preparacion de los mismos, dando como resultado una
facil diseminacion de gérmenes patogenos en los alimentos (Gutierrez-Gogco et al.,

2000; Borrego et al., 2001).

Hoy en dia, algunas practicas en la comercializacion de melon involucran una
serie de medidas preventivas para disminuir o eliminar la contaminaciéon con
microorganismos del producto, por ejemplo, cosechar los melones en las horas menos
calidas del dia, mantenerlo en refrigeracion, eliminar del melén el calor del suelo
mediante aire frio o hidrorefrigeracion. Para eliminar de manera mas efectiva los
residuos de suelo se requiere un paso de lavado, donde suelen emplearse plaguicidas en
solucion en donde ademas los melones pueden ser sumergidos para eliminar
microorganismos patdgenos (Dimsey, 1995). Basandose en este principio, se podrian
emplear sustancias de origen natural capaces de eliminar la contaminaciéon por
Salmonella. Un estudio reciente demuestra la efectividad de extractos provenientes de la
cascara de nuez (Carya illinoensis) en contra de algunos hongos patégenos y bacterias

(Osorio, 2007).

Debido a la manera en que suelen contaminarse y el poco conocimiento acerca de
mecanismos efectivos de erradicacion de Salmonella en frutas, es inapropiado del todo
afirmar la seguridad de los productos alimenticios, por esta razon, la investigacion en
este campo es una prioridad para la industria agrondmica, inocuidad alimentaria y la

comunidad de salud publica (CDC, 2005).
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DEFINICION DEL PROBLEMA:

Se dice que anualmente, tan solo en los Estados Unidos, los gastos causados por
microorganismos patogenos, debido a incapacidad laboral, consultas médicas y
tratamiento, retiro del mercado de alimentos contaminados y demandas ocasionadas por

brotes alimentarios, ascienden a casi 7,000 mdd (Akins et al. 2008).

El melon es una de las hortalizas que generan divisas para México no sélo para
quiénes lo cultivan, sino también para quienes lo procesan, empacan, distribuyen y lo
expenden. Ademas el 30% de la produccion nacional se exporta, principalmente a los

Estados Unidos (Borrego et al., 2001).

En mayo de 2002 se detect6 la contaminacion del melén Cantaloupe mexicano
con Salmonella Poona en los Estados Unidos y en Canadd, por lo que Estados Unidos
reforzd sus restricciones fitosanitarias para su ingreso al pais, trayendo como
consecuencia una disminucién muy significativa en la demanda de tal producto en aquel
pais, reflejdndose en grandes pérdidas econdmicas para los productores de dicha

hortaliza (SAGARPA, 2003).

Actualmente la incidencia de Salmonella en brotes asociados a alimentos va en
aumento y debido a las repercusiones de este microorganismo en materia de salud
publica e inocuidad alimentaria es necesario implementar medidas y optimizar el
proceso de comercializacion, no solo del melon, sino de frutas y vegetales para eliminar
posibles riesgos microbiologicos y grandes pérdidas econdmicas para la industria

agricola, de ahi el presente estudio.
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JUSTIFICACION:

Actualmente se emplean agentes quimicos para eliminar y/o reducir la
contaminacion microbiana en el proceso de lavado en las plantas de comercializacion de
melon Cantaloupe. Cominmente para esto se emplean compuestos clorados que pueden
interaccionar con la materia orgénica presente en la superficie reticulada del melén y dar
origen a radicales libres, compuestos considerados peligrosos por su capacidad para

causar cancer (Parish et al., 2003; Ruiz-Cruz et al., 2007).

La tendencia actual es el uso de agentes de origen natural, tales como extractos
de plantas para eliminar la contaminacion por microorganismos de la superficie de frutas
y vegetales (Raybaudi-Massilia, 2006; Guillier ef al., 2007). Una fuente redituable de
compuestos (taninos), capaces de inhibir el crecimiento de estos microorganismos, es la
cascara de nuez por su caracter de desecho industrial y la asequibilidad de este recurso

en la region (Villarreal-Lozoya ef al., 2006; McEachern y Stein, 1990).

Existen reportes que demuestran la actividad In vitro de dichos compuestos
provenientes de plantas en contra de bacterias y hongos fitopatdgenos, sin embargo, a la
fecha existen pocos estudios que demuestren el efecto de estos compuestos, aplicados en

un modelo alimenticio.
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HIPOTESIS:

Los compuestos polifendlicos provenientes de la céscara de nuez inhiben el
crecimiento de Salmonella sp. In vitro y sobre el modelo alimenticio aplicado en el

proceso de comercializacion del mismo.
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OBJETIVO GENERAL:

Formular un producto a partir de céascaras de nuez aplicable en la etapa de
lavado, en el proceso de comercializacion de melones, para eliminar la contaminacion

por Salmonella sp.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

Extraer quimicamente los compuestos de interés a partir de las cascaras de nuez,
asi como determinar cualitativa y cuantitativamente los taninos hidrolizables y
condensados presentes en los extractos.

Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) In vitro del extracto de
las cascaras de nuez.

Formular y evaluar la capacidad bactericida del extracto contra Salmonella sp. en
un modelo alimenticio.

Evaluar los efectos sobre la calidad del producto debido al extracto aplicado.
Evaluar la prevalencia de Salmonella spp. en melon de diferentes locales

comerciales en Saltillo, Coahuila, México.
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ANTECEDENTES:

7.1. Generalidades acerca del melon

El melon (Cucumis melo), cuya parte comestible es un fruto maduro, tiene mucha
demanda en todo el mundo, fundamentalmente en la época calurosa, debido a sus
cualidades nutricionales y refrescantes. Otros usos que le son atribuidos son propiedades
medicinales, tales como diurético y demulcente, entre otras. Dentro de la familia de las
cucurbitaceas, ocupa el tercer lugar en importancia por la superficie sembrada que
ocupa. Es una especie cultivada en diferentes zonas de la geografia mundial,
fundamentalmente en climas calidos y no demasiado frios, pues es muy sensible al dafio
por frio (PMA/UFFVA, 2005). Debido a la amplia gama de altitudes en que se cultiva
tanto en el continente americano como en el viejo mundo, ha dado como resultado una
gran diversidad morfoldgica de sus semillas y frutos. El melén es originario de Africa y
Asia. Se considera que su cultivo se remonta a 2,400 afios antes de la era cristiana en el
territorio egipcio. Al inicio de la era cristiana el melon ya era conocido y quiza provenia
de la India, Sudan o los desiertos iranies; 300 afios después estaba extendido en Italia.
Durante la Edad Media, desaparecio del sur de Europa, con excepcion de Espana. En
América fue introducido desde 1516 en la regién centroamericana, mientras que en

América del norte fue después de 1600 (SIAP, 2002; CONABIO, 2005).

Esta especie se cultiva en varios tipos de suelo, aunque prefiere aquellos de
textura media y arenosos, ricos en materia organica, con buena aireacion y pH
comprendido entre 6 y 7. Deben ser suelos bien drenados, ya que los encharcamientos
son causantes de asfixia radicular y podredumbre de los frutos, esta especie tiene una

moderada tolerancia a la salinidad tanto del suelo, como del agua de riego, aunque el
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incremento en la salinidad repercute en la disminucién de la produccion (CONABIO,

2005).

Esta planta presenta tallos gruesos, hojas pecicoladas, pecicolos de 2.3-10.0 cm
de largo o mas, ligeramente engrosado. Presenta flores amarillas, monoicas, estaminadas
en fasciculos; pedicelos 0.4 — 1.8 cm de largo, 0.3 — 0.4 cm de ancho, campanulado,
usualmente tomentoso; pétalos ovalados, agudos, obtusos. Presenta diferentes épocas de
floracion con base a la region de cultivo y a la variedad cultivada. Los granos de polen
son grandes, pegajosos y pesados, por lo que no pueden ser transportados por el viento,
siendo necesaria la participacion de insectos para el transporte del polen. Se tiene
reportado que la distancia de dispersién por parte de los insectos no es muy amplia,
siendo la mayor distancia entre 800-1000 m a partir del centro de la congregacion
(CONABIO, 2005). El uso de abejas, en especial Apis mellifera (Suslow, 2004),
promueve ampliamente el grado de polinizacidon, dando como resultado un rendimiento
de hasta 40 toneladas de producto / hectarea. Aun cuando se sabe el comportamiento
productivo de las colmenas, existen muchas interrogantes en la polinizacion de los

cultivos que no han podido ser dilucidadas (Reyes-Carrillo et al., 2007).

Los frutos son de tamafio y forma variable pueden ser esféricos u ovoides aunque
algunas variedades presentan frutos elipsoidales. La cascara (epicarpo) es un tanto
engrosada y suave como durable y perecedera, con patrones de coloracion muy
variables, de verde claro a verde oscuro, amarillo a pardo o blanco, glabros, lisos a
rugoso-reticulados; la pulpa (mesocarpo) es abundante carnosa y de coloracion de
blanca a amarilla, naranja a rosado o verde. Su sabor va de ligeramente dulce a muy

dulce (CONABIO, 2005).

El melon presenta diferentes épocas de fructificacion con base a la region del
cultivo y a la variedad cultivada. En México, durante la temporada primavera-verano
inicia en septiembre-octubre y en temporada otofio-invierno a partir de febrero. Se tiene
reportado que el nimero de frutos oscila entre 1 y 6 por planta, aunque se menciona un

promedio general de 3 frutos por planta (CONABIO, 2005).
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Las semillas de esta especie son amarillas, blanquecinas o color pardo claro, el
color del margen no es diferenciado del centro de la semilla. Se reporta que el numero de
semillas por fruto es aproximadamente de 400. Por ser un fruto carnoso e indehiscente,
necesita de un mecanismo para romper la cdscara rigida que presenta. Por tratarse de una
planta cultivada, en la mayoria de los casos el hombre es quien dispersa la semilla a
otros ambientes. La viabilidad de las semillas dependera de las condiciones ambientales
y del origen de la semilla, y puede ser desde unas semanas hasta 5 afios (CONABIO,

2005).

La siembra en el cultivo a cielo abierto es en forma directa y puede ser en forma
mecanica o manual, se depositan de dos a tres semillas por golpe y a una profundidad de
2 — 3 cm. El porcentaje o indice de germinacion estard determinado por las condiciones
ambientales, de humedad, temperatura y de oxigeno. Para esta especie se reporta un
porcentaje de germinacién que oscila entre 60 y 100%, cuando existen condiciones
adecuadas. La germinacion se lleva a cabo cuando el suelo alcanza una temperatura de
22-30°C, durante el desarrollo vegetativo de la planta debe mantenerse una temperatura

de 25-30°C y para la floracion de 20-25°C (CONABIO, 2005).

7.2. Problemas relacionados con la calidad y la seguridad del melon

Esta especie es susceptible a diversas plagas y enfermedades. Algunos virus que
suelen infectarle son: mosaico del zucchini, mosaico del pepino, mosaico de la sandia y
mosaico del tabaco. Los sintomas en la hoja son; mosaico con abollonaduras,
filimorfismo, amarilleo con necrosis en limbo y pecicolo, en el fruto; abollonaduras,

reduccion del crecimiento, malformaciones (CONABIO, 2005).

Erwinia carotovora es la causante de la podredumbre blanda, dicha bacteria
penetra por heridas en el fruto e invade tejidos medulares, provocando podredumbres
acuosas y blandas que suelen desprender olor nauseabundo, esta capacidad para producir
dicha sintomatologia estd dada por la capacidad que tiene esta bacteria de producir y

secretar enzimas (pectinasas, celulasas y proteasas) capaces de degradar la pared de las
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células vegetales (Thomson et al., 1999). Esta bacteria tiene gran capacidad saprofitica,
por lo que puede vivir en el suelo, agua de riego y raices de malas hierbas. Las
condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad, son altas humedades
relativas y temperaturas entre 25 y 35°C (CONABIO, 2005). La presencia de esta
bacteria en los campos productores de hortalizas trae consigo fallas en la siembra y
grandes pérdidas de cosechas, asi como una problemas para la aceptacion del producto

afectado al momento de ser comercializado (Garcia, 2000).

Se tiene reportado que diversas especies de vertebrados ocasionan dafios a los
cultivos de melon, entre los que destacan aves, topos, ratas, ratones, liebres, conejos,
etcétera. Para la region de la comarca Lagunera, destaca la presencia de tres vertebrados
importantes sobre el cultivo: 1) Raton campesino (Apodemus spp.); quien se alimenta de
las semillas, principalmente por su valor nutricional y asequibilidad, de siembras
directas con un dafio de alrededor del 50 al 60%, siendo el mejor método de control la
prevenciono debido a la ubicuidad de este roedor (Arrizabalaga y Torre; CONABIO,
2005). 2) Rata de campo (Rattus spp.) quien ataca los frutos, con dafios mayores al 20%,
el control de este depredador es con la aplicacion de cebos envenenados, rodenticidas y
trampas a la orilla del camino (CONABIO, 2005). 3) Tuzas (Thomomys spp.) quienes
causan dafio a las raices por alimentarse de ellas, provocando a veces la muerte de la
planta aunque no inmediatamente, estos herbivoros tienden a desenterrar las raices,
corarlas en pequefios trozos y acarrearlas en sus mejillas hasta su madriguera
(CONABIO, 2005; Keinath y Beauvais, 2006), por ello se recomiendan varios tipos de
trampas y/o la utilizacion de venenos para un buen control (CONABIO, 2005). Ademas
de causar dafios a los cultivos de melon, estos vertebrados pueden acarrear consigo
parasitos, tales como pulgas que son vectores de los virus que dafan a este producto y

acarrear ademas bacterias y protozoarios (Arrizabalaga y Torre).

Existen reportes que argumentan la capacidad de algunas serovariedades de
Salmonella de infectar al nematodo Caenorhabditis elegans, un microbiovoro de vida
libre que se alimenta principalmente de bacterias, aunque pueden alimentarse

practicamente de cualquier cosa a su alcance, usualmente adquiere bacterias al ingerir
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agua contaminada y puede expulsarla en otros lugares al cambiar de posicion (Santander
et al., 2003; Caldwell, et al., 2003). Dicho nematodo puede ser infectado y llevado a la
muerte por Salmonella Typhimurium, Enteritidis y Dublin, y por el contrario, puede ser
infectado sin ocasionar la muerte por Salmonella Typhi, que es considerado un patdégeno
obligado de humano, esto limita el estudio de los mecanismos patogénicos o de
virulencia de esta bacteria debido a que no hay posibilidad de emplear otros modelos
celulares o animales (invasion celular y resistencia en el hospedero) (Santander et al.,
2003), sin embargo, este nematodo al ser ingerido por el ser humano resulta inofensivo,
pero puede servir como vector o acarreador de varios patdgenos entéricos que son
protegidos, mientras se encuentran en el interior de su reservorio, contra tratamientos

usuales para la desinfeccion de frutas y vegetales (Caldwell et al., 2003).

Otro problema con el cual se enfrentan los productores de melon es la
contaminacion de la superficie del melon con heces de reptiles. Sa/monella Poona, es la
cepa de origen no humano mayormente aislada de reptiles, en especial de tortugas e
iguanas, las cuales se comportan como portadores asintomaticos. Esta se considera
endémica, pues la mayor parte de las iguanas la porta en su tracto intestinal, el héabitat
natural de Salmonella. Estas bacterias son liberadas al medio ambiente (en especial al
suelo, al agua y a los alimentos) cuando se expulsa por via fecal. Las frutas y vegetales
pueden contaminarse, no solo con Salmonella, sino con otros agentes patdogenos

intestinales (Figueroa et al., 2005).

7.3 El melon mexicano; panorama actual

Las tendencias en cuanto a nutricién a nivel mundial enfatizan el consumo de
frutas, vegetales y cereales, y por el contrario, minimizan el consumo de carnes y
comidas que poseen un alto contenido en grasas, otro factor que influye de manera
significativa en los hébitos alimenticios es que las personas tienden a desarrollar un
modo de vida mas acelerado que en décadas anteriores (Akins et al., 2008). En México,
el consumo de melon ha mostrado una tendencia alcista, hacia el afio 2000 el consumo
per capita al afio era de 3.67 Kg, mientras que para el 2006 tuvo un incremento

considerable pues se consumian 4.72Kg (SAGARPA, 2008a).
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Desde hace 75 afios, el melon mexicano ha mantenido su importancia en el
mercado internacional por su calidad. Generando una alta derrama economica en las
zonas de cultivo, en donde beneficia a quienes lo manejan, empacan y comercializan, es
el tercer producto agropecuario en la captacion de divisas por exportacion en al pais

(Borrego et al., 2001; SIAP, 2002).

Una ventaja competitiva para nuestro pais, es que la cosecha del melén mexicano
también se lleva a cabo en la época en la que otros paises competidores estan fuera del
mercado debido a su ubicacion geografica. Esto nos ha colocado en el segundo lugar
como exportador mundial después de Espana, y por supuesto el proveedor mas
importante de los Estados Unidos, quien ademas de ser el mayor productor es el
principal importador (SIAP, 2002). En 2006, en México se produjeron 556,480.06
toneladas, ascendiendo a un valor de 1,590,359.35 de pesos la produccion de ése afio en

el pais (SAGARPA, 2008b).

Las principales regiones productoras de melon en México, se concentran, en el
caso de Michoacéan, en Nueva Italia, El Aguaje, Pucuan, Las Cruces y Tepalcatepec; en
Sonora en la Costa de Hermosillo; en Jalisco en el Distrito de Tomatlan, en Colima en

Ixtlahuacén y en Durango y Coahuila, en la Comarca Lagunera (SIAP, 2002).

Debido a la diversidad de climas existentes en el pais, el melon se produce todo
el afo, aunque no es uniforme, pues generalmente, la mayor cantidad se cosecha en el

ciclo otofio-invierno (SIAP, 2002; SAGARPA, 2003).

Gracias al crecimiento de la produccion mundial de melones, el comercio
internacional ha podido mantener una tendencia alcista. Los principales demandantes de
la hortaliza son Estados Unidos, Reino Unido, Canadd, Alemania y Holanda, cuyas
importaciones representan aproximadamente 67% del total mundial. De los principales
abastecedores de melones destacan por su importancia Espafia, México, Estados Unidos,

Costa Rica y Honduras (SIAP, 2002).
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La demanda nacional es cubierta en gran medida por la Comarca Lagunera, en
donde en 2006 se produjeron 109,670.07 toneladas en 4,043.75 hectareas, generando un
valor de produccion que ascendid a los 218,78.42 miles de pesos (Espinoza-Arellano, et
al., 2005; SAGARPA, 2008c). En esta region la produccién aparece en el mercado
durante el ciclo primavera-verano, pues en la mayoria de las regiones productoras del
pais se cultiva principalmente en el otofio e invierno, que es el la época de mayor venta
al extranjero, y envian al interior del pais solamente aquellos saldos que no lograron
colocar en otro pais. La produccién de la Comarca Lagunera, a pesar de tener gran
calidad, no sale del pais o lo hace esporadicamente, por coincidir con la del Valle de
Texas, California y Arizona, ademas de que los aranceles durante su época de

produccion son demasiado altos (SIAP, 2002).

7.4. Proceso de comercializacion del melon

Para la comercializacion del producto (Figura 1) se debe tomar en cuenta cuales
son los requerimientos del consumidor final, digase tamafio, forma, sabor, color, textura,
aroma, entre otros. En la medida que se logre conjuntar estos requerimientos con una
buena variedad de melon, la rentabilidad del mismo cultivo serd mdas aceptable

(SAGARPA, 2003).
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A continuacion se describe el proceso de comercializacion a nivel industria

melonera, tomando en cuenta algunas opciones variantes en el mismo:

7.4.1 Cosecha

A partir del dia sesenta, después de la siembra inicia el desarrollo del fruto, este

lapso puede ser menor o mayor dependiendo de la variedad y de la region del cultivo,

una vez transcurridos los ochenta dias a partir de la siembra termina el desarrollo del

fruto, aunque este lapso puede variar. La madurez comercial es el estado en el que se

encuentra el fruto al momento de ser requerido por el mercado, en este caso,

corresponde al estado firme-maduro o “3/4 desprendido”, que se identifica cuando al

cortar la fruta suavemente, ésta se desprende de la planta. Los melones cantaloupe

maduran después de la cosecha, pero su contenido de aztcar no aumenta. Los frutos de

esta especie se recolectan en diversos estados de madurez fisioldgica, sin embargo
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pueden estar inmaduros o en proceso de maduracidén para el consumo, se recomienda
consumir los frutos tan pronto como sea posible después de su cosecha (Parnell ef al.,

2003; CONABIO, 2005).

La fecha de cosecha varia dependiendo del inicio de la siembra, sin embargo, es
comun que se presente a los 3-4 meses de haberse sembrado. En México, el cultivo es
esencialmente anual y por temporadas, por lo que el lapso de cosecha a siembra es de
aproximadamente 5-7 meses, teniendo el terreno una temporada de reposo, aunque se ha

reportado reposo hasta de cuatro temporadas en un mismo terreno (CONABIO, 2005).

En México se tiene registrado areas de cultivo de esta especie para los estados de
Baja California, Baja California Sur, Campeche, Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Quintana Roo, Sonora, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y

Yucatan (SAGARPA, 2003; CONABIO, 2005).

Este producto es altamente perecedero y tiene solamente algunas semanas de
vida de anaquel. Al momento de arribar al punto de venta debe hacerlo en las mejores
condiciones para mantener sus caracteristicas hasta el momento en que el consumidor lo
adquiere, para lograr un producto de calidad debe darse el mejor cuidado post-cosecha
posible. Estos cuidados resultaran en el retardo del tiempo de maduracion, asi como

dafios aparentes, incrementando la vida de anaquel (Dimsey, 1995).

El melon debe cumplir con las siguientes caracteristicas al momento de la
cosecha, para su posterior comercializacion, segun la Secretaria de Agricultura,

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion:

- Debe presentarse entero.
- Sano: excluyéndose los afectados por la podredumbre o grandes alteraciones.
- Limpio: sin materias extrafias visibles incluyendo la ausencia en éstas de abonos

y otros productos quimicos.
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- Exento de humedad exterior anormal.

- Sin olores ni sabores extrafos.

- Con la forma y el color caracteristicos de la variedad y sin manchas producidas
por el sol.

- Con sus pedunculos cercanos y sin heridas o lesiones no cicatrizadas, ademas sin
deformaciones que puedan afectar su conservacion, ser comestible y de aspecto
fresco.

- Con un desarrollo y estado de madurez que les permita soportar su transporte y
manipulacion, para que puedan llegar en condiciones satisfactorias al lugar de

destino (SAGARPA, 2003).

En base a sus caracteristicas los melones pueden ser clasificados en dos
categorias; de primera o selecta y de segunda o estandar. Los frutos de primera poseen
una presencia esmerada de buena calidad, bien desarrollados, exentos de grietas y
magulladuras. Los frutos de segunda, son aquellos que no alcanzan los requerimientos
de la primera categoria. Poseen ligeros defectos de forma, coloracion de la corteza 6

pulpa y pueden presentar dafios causados por parasitos y ligeras fisuras que no alcancen

la pulpa (SAGARPA, 2003).

Al momento de cosechar el producto, existen factores que van a determinar la
calidad y la vida de anaquel del producto, estos son; temperatura, métodos de manejo,

control de plagas, empaque y presentacion (Dimsey, 1995).

7.4.2 Pre-enfriado

La temperatura es un factor vital en la calidad del fruto. Cada aumento de 10°C
en el fruto lleva a un incremento de la respiracion a razén de 2-3 veces. Esto acelera la
maduracion, incrementa la pérdida de humedad reduciendo la calidad y la vida de
almacén. El fruto debe ser empacado y refrigerado en menos de 24 horas para mantener

la temperatura ideal del producto (Parnell ef al., 2003; Dimsey, 1995).
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Es recomendable realizar la cosecha del melon cuando la temperatura del dia es
mas baja, por las mafianas, especialmente en los frutos destinados para exportaciéon o
con un tiempo de almacenamiento largo. Una vez cosechados, deben mantenerse
refrigerados (no menos de 2°C) e idealmente mantenidos en cuarto frio. Deben
mantenerse fuera del alcance de los rayos solares antes de su empaque. Resulta
indispensable un manejo cuidadoso del producto debido que se dafa facilmente y puede
agrietarse lo cual puede proveer sitios ideales para el crecimiento de microorganismos
patogenos o detractores de la fruta. Este producto debe ser colocado en cubos o
transportadores y no debe ser arrojado. Ademas, deben colocarse en superficies planas,

aquellas superficies rugosas pueden mellarlo a causa de su propio peso (Dimsey, 1995).

Para maximizar el tiempo de almacén y la vida de anaquel es importante remover
el calor que guarda del suelo tan rdpido como sea posible. Antes de clasificarlo y
empacarlo, el producto debe ser enfriado a por lo menos 15°C en un plazo de 8§ horas
después de la cosecha. Los métodos mas efectivos de pre-enfriamento son aire forzado o
refrigerado por hidroenfriado (este ultimo resulta mas caro). Estos métodos son rapidos
y permiten el manejo de grandes cantidades de fruta. Existe otro método mas barato pero
menos efectivo, lavado con vapor de agua frio, recomendado para industrias

procesadoras donde hay poca humedad (Dimsey, 1995).

7.4.3. Lavado

El lavado es uno de los pasos mas importantes durante el proceso de
comercializacion, después de escoger y enfriar los melones, deben ser lavados para
remover restos de suelo y abono y algunos microorganismos de su superficie. El suelo y
abono pueden evitar que los agentes sanitizantes en soluciéon no se impregnen
correctamente o pueden removerlos, reduciendo la efectividad de los mismos. El lavado
puede realizarse antes de clasificarlos, en la linea de produccidén por aspersion o por

inmersion en cubas (Dimsey, 1995; Ruiz-Cruz et al., 2007).
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7.4.4. Linea de clasificacion

Una clasificacion uniforme en cuanto a tamafio y madurez es importante para un
empacado de calidad. Este proceso puede realizarse en cintas transportadoras de rodillos
o0 en cintas transportadoras especiales para clasificar el producto por peso. Debido a la
variedad de formas del producto debe considerarse un sistema que no dafie al producto

(Dimsey, 1995).

7.4.5. Empacamiento

Existe una amplia gama de empaques que difieren en forma y materiales. El tipo
de empaque depende principalmente del mercado hacia donde va destinado. Los
empaques y etiquetas son importantes para presentar atractivamente el producto, pero la
funcion primordial es protegerlo. Los melones destinados a exportacion deben
presentarse en empaques que lo mantengan integro, a pesar de las condiciones de
transporte, y que cumplan con los requerimientos del mercado hacia donde va destinado

(Dimsey, 1995; SAGARPA, 2003).

El tipo de empaque mdas recomendado es el “apretado”, pero sin llegar al
apretado exagerado que provoca magullamientos o que permite el movimiento de los
melones en la caja, sino un apretado firme que no permita el movimiento de los melones

durante el transporte (SAGARPA, 2003).

7.4.6. Almacenaje después del empacado

Posterior al empaque, el producto debe ser enfriado y refrigerado lo mas pronto
posible. Aun si el producto es refrigerado antes del empacado, la temperatura interna de
la fruta habrd aumentado significativamente durante la clasificacion. Un enfriado rapido
y una refrigeracion constante alargaran la vida de anaquel del producto. Las

temperaturas de almacenamiento y los tiempos varian para los diferentes tipos de meldn,
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el melén Cantaloupe serd almacenado por 2-3 semanas a 2-4°C (Dimsey, 1995;

SAGARPA, 2003).

7.4.77. Transporte

Para el traslado del melon a Estados Unidos, que es el principal mercado, se
utiliza el camion frigorifico. Para el caso de Europa, lo mas recomendable es el
transporte maritimo, por sus bajos costos, en donde se deben manejar condiciones de frio
oOptimas, a fin de que el producto llegue en condiciones adecuadas para su

comercializacion (SAGARPA, 2003).

Los vehiculos frigorificos deben llevar una temperatura interior igual o menor a
2°C. Para el transporte menor a seis dias se recomiendan temperaturas entre 4°C y 10°C.
Para el mercado nacional se envia generalmente en camion con hielo encima, mientras
que el de exportacion se envia en camiones termo. Los costos de transporte son un factor

que influye en gran medida sobre el precio (SAGARPA, 2003).

7.5. Salmonella: generalidades

Las bacterias del género Salmonella son bacilos cortos, negativos a la tincion de
Gram (Calva, 2001). No forman esporas, anaerobios facultativos, estrechamente
relacionados morfolégica y fisiologicamente con los otros géneros de la familia
Enterobacteriaceae, a la que pertenecen. A excepcion de la serovariedad Gallinarum-
Pollorum, son moéviles gracias a sus flagelos peritricos. Estos microorganismos crecen
en un amplio rango de temperatura (7 — 48°C) a un pH entre 4 y 8, y con actividades de

agua (aw) por debajo de 0.93 (Uribe y Suarez, 2006).

Al crecer bajo condiciones de aerobiosis o anaerobiosis, dirigen sus rutas
metabolicas de una variedad de respiracion 6 un proceso fermentativo. Aerobicamente,
el oxigeno sirve como aceptor final de electrones, mientras que anaerobicamente son

aceptores de la cadena respiratoria, como nitrato, nitrito, fumarato o dimetulsulfoéxido
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(Contreras et al., 1997). Fueron descubiertas por un cientifico estadounidense, el Dr.
Daniel E. Salmon. Estas bacterias viven en el tracto intestinal de los humanos y otras

animales, particularmente los reptiles (USDA, 2007).

La nomenclatura del género Salmonella es compleja y ha variado continuamente,
desde el concepto inicial serotipo-especie propuesto por Kaufmann en 1966 basado en
los antigenos de superficie (Uribe y Sudrez, 2006). Actualmente consiste de una sola
especie, que ha sido denominada Salmonella entérica. Esta a su vez, estd formada por
siete subespecies, dependiendo de su capacidad para realizar diferentes reacciones
bioquimicas. Esta subdivision ha sido apoyada por varios métodos de hibridacion
ADN/ADN y métodos seroldgicos. Cada subespecie, a su vez, esta subdividida en
serotipos o serovares, de acuerdo al antigeno H (flagelar: del aleman Aauch, “por el halo
producido en un medio de cultivo a raiz del movimiento”) y O (somatico: del aleman

ohne hauch, “sin movimiento”) (Calva, 2001).

Se ha utilizado la electroforesis multilocus de enzimas (MLEE) para caracterizar
diferentes cepas bacterianas. En este método se separan por electroforesis los
componentes de un extracto celular, bajo condiciones adecuadas. Asi, la actividad de
veinte o mas enzimas puestas a prueba son asociadas a una banda de proteinas que migra
en el gel, de acuerdo a su tamafio. Las variaciones en el genoma de la bacteria pueden
reflejarse en alteraciones de una o mas enzimas, por lo que pueden obtenerse

electroferotipos, o patrones de migracion especificos de cepa (Calva, 2001).

Otra manera de clasificar a estas bacterias es por electroforesis en campos
pulsados (PFGE). En este método, se digiere el genoma de la bacteria con una enzima de
restriccion de corte poco frecuente, es decir, produce fragmentos grandes de &cido
desoxirribonucleico (ADN). Estos fragmentos son separados por electroforesis en gel,
bajo un campo eléctrico pulsado, lo que hace que el ADN tome diferentes orientaciones
alternas durante la migracion. Esta metodologia mostrd que el cromosoma de S. Typhi es

mucho muy variable, fluctuando en tamafio entre 3.96 y 4.92 Mb (Calva, 2001).
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El andlisis de pldsmidos o moléculas circulares de ADN con replicacion
auténoma al cromosoma, que se transfieren de manera horizontal entre bacterias, y que
codifican para resistencia a antibioticos o factores de virulencia, ha revelado que la gran
mayoria de las cepas de S. Typhi carecen de ellos. Solamente aquellas cepas con
resistencia multiple a antibidticos las poseen, y estds han aparecido esporadicamente
aunque su presencia se ha incrementado en los ultimos afios. Lo cual, dificulta de
manera importante a una clasificacion, o tipificacion de Salmonella por perfil de

plasmidos (Calva, 2001).

La estructura del cromosoma y el orden génico entre algunas cepas de
Escherichia coli y Salmonella Typhimurium estin muy conservados, aunque con
algunas diferencias. Hay segmentos presentes en una pero no en la otra bacteria. El
significado bioldgico de estas peculiaridades en el genoma de Salmonella permanece

siendo un misterio (Calva, 2001).

7.6.  Salmonella como patdégeno de humanos

Las bacterias del género Salmonella causan una enfermedad conocida como
gastroenteritis o salmonelosis. Anualmente se reportan 1.4 millones de casos de
salmonelosis implicada a alimentos y mas de 500 muertes tan solo en los Estados
Unidos. La familia Salmonellae incluye cerca de 2 500 serotipos, los mas comunes
involucrados en infecciones son Salmonella enterica Enteritidis y Salmonella enterica
Typhimurium, responsables de la mitad de infecciones diarreicas en humanos reportadas
al afio en los Estados Unidos y los m4s comunmente aislados de humanos en México
(Tabla 1) (Gutierrez-Cogco et al., 2000; Calva, 2001, World Health Organization, 2005).
Existen otros serotipos asociados a animales, inocuos para ellos, que pueden enfermar a
los seres humanos. Generalmente estas bacterias pasan desde las heces de las personas o
animales infectados hacia otras personas o los alimentos. Estas bacterias al estar
presentes en los alimentos usualmente no afectan el sabor, olor o apariencia de estos,

asimismo, puede reproducirse en ellos (USDA, 2007).
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Un estudio reciente del programa activo de investigacion de enfermedades
transmitidas a través de los alimentos identifica a Salmonella como la infeccion
bacteriana mas comunmente reportada (42% Salmonella, 37% Campylobacter, 15%

Shigella, 2.6% E. coli 'y 3.4% otros como Yersinia, Listeria y Vibrio) (USDA, 2007).

A finales de la época de los 90’s, la incidencia de salmonelosis en México
registraba cifras de 223.53 casos por cada 100 000 habitantes, con una mayor frecuencia
en los grupos de 15 a 24 afos, de 25 a 44 afos y el grupo de 45 a 64 afos, fue el segundo
mas afectado. En cuanto a la distribucion estacional, ésta se intensifica a partir de los
meses de abril y mayo alcanzando un pico en julio, con una disminucién en septiembre y
octubre. Los estados mas afectados historicamente han sido Tabasco, Coahuila, Chiapas

y Quintana Roo (Gutierrez-Cogco et al., 2000).

Salmonella Typhi puede causar, también, una enfermedad conocida como fiebre
tifoidea en humanos, quienes son sus unicos hospederos. La fiebre tifoidea prevalece en
paises en via de desarrollo, donde normalmente significa un reto a las autoridades en
materia de salud publica. Hay aproximadamente 17 millones de casos anuales con casi
600,000 muertes, principalmente en Asia y Africa. Las mas altas incidencias han sido
reportadas en Indonesia y Papua Nueva Guinea, donde alcanza niveles de 1,000 por cada
100,000 habitantes. En México, la incidencia es de 10 por cada 100,000 habitantes
(Calva, 2001).

El periodo de incubacion abarca de una semana a un mes, siendo principalmente
dos semanas, a partir del consumo del alimento o agua contaminada. No siempre ocurre
una diarrea, generalmente las bacterias entran en circulacion al torrente sanguineo,
causando fiebre ciclica acompanada de escalofrios, convulsiones y delirio. Pueden
ocurrir desenlaces fatales, por otra parte, pueden desarrollarse cuadros de portador sano,

excretando continuamente bacterias al ambiente (Calva, 2001).
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Serotipo Humano | No-Humano | Total
Typhimurium 3,225 578| 3,803
Enteritidis 2,893 570| 3,463
Typhi 1,128 34| 1,162
Agona 866 643| 1,509
Newport 865 235] 1,100
Heidelberg 623 211 834
Anatum 608 748 | 1,356
Worthington 344 178 522
Infanatis 326 284 610
Muenchen 305 116 421
Orainenburg 281 229 510
Panama 229 87 316
Hadar 196 236 432
Saintpaul 195 135 330
Mbandaka 152 78 230
Senftenberg 129 238 367
Duesseldorf 126 82 208
Give 108 244 352
London 79 178 257
Bovismorbificans 74 125 199

Tabla 1. Distribucion de serotipos de Salmonella, segin la muestra, México 1972-1999

(Gutierrez-Cogco, 2000).

Estas bacterias pueden propagarse en los alimentos por contaminacion cruzada,
entre alimentos crudos infectados y alimentos listos para comer, al no llevarse a cabo
una coccion adecuada de los mismos o por medio de una persona infectada manejando
los alimentos con malas practicas higiénicas. Cualquier alimento crudo de origen animal,
asi como frutas y vegetales pueden acarrear estas bacterias (USDA, 2007), virtualmente
cualquier microorganismo patdgeno puede estar presente, sin embargo, algunos
patogenos altamente virulentos como E. coli O157:H7 o Salmonella son los que causan
mayor preocupacion (Brackett y Splittstoesser, 2001). Es de vital importancia llevar a
cabo un buen manejo de los alimentos para prevenir que las bacterias en los alimentos
crudos causen brotes epidémicos ya sea dentro o fuera del pais (USDA, 2007). Se han

reportado nuevos alimentos capaces de acarrear a estas bacterias, por ejemplo, los
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huevos, en su cascaron. Aunque los alimentos con mayor incidencia siguen siendo los

productos vegetales (Wallace et al., 2001).

La dosis infectiva para desarrollar una salmonelosis varia de 10° a 10° UFC
(Uyanik et al., 2008). En la mayoria de las personas que enferman, experimentan
diarrea, dolor abdominal y fiebre después de 8-72 horas de comer el alimento
contaminado. Algunos otros sintomas no especificos que pueden presentar son,
escalofrios, dolor de cabeza, nausea, vomito y deshidratacion, afectando a individuos de
todas las edades, aunque con mayor incidencia en menores de cinco afios y mayores de
60 afios. Los sintomas desaparecen usualmente en un plazo de 4-7 dias. Muchas
personas se recuperan sin tratamiento alguno, sin embargo, estas infecciones pueden
poner en peligro la integridad de infantes, mujeres embarazadas y personas de edad
avanzada, asi como la gente con el sistema inmunologico débil (aquellos que padecen
HIV/SIDA, céncer, diabetes, enfermedades renales o pacientes transplantados), otros
factores de riesgo, incluyen alteraciones de la flora normal (como resultado de una
terapia antibidtica), hipoacidez gastrica (anemia perniciosa en infantes 6 uso de
antiacidos), calculos biliares, ateroesclerosis, esquistomatosis, entre otros. Las
defunciones por esta causa son raras; sin embargo, la morbilidad y los costos

concomitantes de esta infeccion son altos (Uribe y Suarez, 2006; USDA, 2007).

Usualmente las personas que padecieron salmonelosis se recuperan
completamente, aunque aproximadamente 5% de las personas con salmonelosis pueden
desarrollar bacteremia y problemas serios y potencialmente mortales, aunque son mas
comunes en pacientes inmunocomprometidos (Uribe y Suarez, 2006). Otras posibles
complicaciones que pueden desarrollarse incluyen, artritis reactiva (Quirds et al., 2007),
irritacion en los ojos y dolor al orinar, sintomatologia caracteristica del sindrome de

Reiter (USDA, 2007).

Se estima que desde finales de la década de los 90, tan solo en los Estados
Unidos, los costos de hospitalizacion por salmonelosis ascendieron a 200 mdd (Uribe y

Sudrez, 2006) mientras que para el 2007, los costos referentes a las pérdidas econdmicas



40

debido a incapacidades, gastos médicos y demandas ascendieron a casi 7,000 mdd

(Akins et al. 2008).

7.7.  Salmonella como causa de brotes epidémicos implicados a alimentos

Las bacterias del género Salmonella son la causa de infecciones alimentarias mas
frecuentemente reportada. Estas bacterias pueden llegar a contaminar frutas y vegetales
debido al cultivo de estos productos en suelos infectados, riego con agua contaminada,
contaminacion con desechos humanos y animales infectados, principalmente. Debido a
que los melones se cultivan al ras del suelo, su céscara puede contaminarse facilmente
con desechos humanos y animales, asi como por agua infectada. La industria del melon
reconoce que una vez que el melon es contaminado, matar o eliminar los agentes
patdgenos es dificil dada la superficie rugosa del meloén (Figueroa et al., 2005;
PMA/UFFVA, 2005). Ademas cuando el melon provenga de un cultivo exento de
Salmonella, este puede llegar a contaminarse en la planta comercializadora (Akins et al.,
2008). Un estudio revelo que, en los hogares de los Estados Unidos, el 2.6, 1.6 y 1.8%
de los melones, cilantro y lechugas, respectivamente, se encontraron contaminados con

Salmonella spp. (Brandl y Mandrell, 2002).

En afios recientes se han reportado varios brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos en Estados Unidos y Canada, los cuales se relacionan con el consumo de
melones cultivados en México. Como consecuencia de estos brotes, en mayo de 2002,
Estados Unidos cerr6 la frontera al melén mexicano, lo que ocasiondé una pérdida
importante de ingresos a nuestro pais (Figueroa et al., 2005; Herndndez-Martinez et al.,

2006).

Otros alimentos implicados a brotes epidémicos son; ensaladas verdes, bayas,
tomates, lechuga y coles de Bruselas. E1 50% de los brotes tienen origen en restaurantes
o locales establecidos, el 13% en el hogar y el 57% restante en diferentes lugares como
escuelas, trabajo, enfermerias y dias de campo, entre otros (Smith DeWaal y Bhuiya,

2006). En base a estas estadisticas, y debido a la alza en la demanda de comida para



41

llevar 6 lista para comer han aumentado el nimero de casos reportados y brotes de
Salmonella y otros patdgenos en alimentos (Akins ef al., 2008). Aun y sin haber reportes
oficiales de brotes asociados a alimentos fermentados debido a Salmonella u otros
patogenos, existen investigaciones que revelan la supervivencia y crecimiento de estas
bacterias en dichos alimentos, debido principalmente a un fenémeno denominado
“fortalecimiento por estrés” que consiste en un incremento de resistencia a la acidez,
mediado por la expresion de genes andlogos que codifican para proteinas de choque
acido y proteinas de secrecion para contrarrestar el efecto del pH ambiental (Fleming,

McFeeters y Breidt, 2001).

Recientemente se asociaron tomates procedentes de Baja California y la Florida
en un brote de Sa/monella que enfermo a 77 personas, entre mayo 11 y junio 8 de 2008,
en 17 condados de Nuevo México, Estados Unidos. Ante estas circunstancias, fueron
tomadas medidas precautorias por parte de las autoridades de salud publica, retirando del
mercado los tomates contaminados y emitiendo a la poblaciéon un comunicado con una

lista de productores de tomates seguros (New Mexico Environment Department, 2008).

De acuerdo a los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC),
cada afio, enferman 76 millones de personas y 5,000 mueren a causa de la ingestion de
alimentos contaminados (Smith-DeWaal y Bhuiya, 2006). En los ultimos trece afios se
han reportado catorce brotes involucrando melones Cantaloupe. Mas de la mitad de esos
brotes involucraban melones cortados pero que no eran consumidos inmediatamente,
permitiendo el crecimiento de bacterias patdgenas en la pulpa de este fruto (Akins et al.,

2008).

Para aislar e identificar a Salmonella en alimentos en México existe el método oficial,

NOM-114-SSA1-1994.
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Que consta de cinco pasos basicos:

- Preenriquecimiento, donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no
selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella dafiadas a una
condicion fisiologica estable.

- Enriquecimiento selectivo, empleado con el proposito de incrementar las
poblaciones de Sa/monella e inhibir otros organismos presentes en la muestra.

- Seleccion en medios solidos, en este paso se utilizan medios selectivos que
restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el
reconocimiento visual de colonias sospechosas.

- Identificacion bioquimica, este paso permite la identificacion genérica de los
cultivos de Salmonella y la eliminacidn de cultivos sospechosos falsos.

- Serotipificaciéon, es una técnica seroldogica que permite la identificacion

especifica de un cultivo (SSA, 1995).

El analisis de alimentos para Salmonella requiere métodos diferentes a aquellos
empleados en los laboratorios clinicos. Generalmente, estas bacterias estan presentes en
menor nimero en los alimentos, requiriendo muestras mas grandes que las que se
emplean en los andlisis clinicos por ejemplo, en relacion 1:9 (muestra : caldo
preenriquecimiento), aunque se recomienda una muestra igual o mayor a 25gr para
aumentar la posibilidad de recuperar las bacterias presentes (Andrews et al., 2001). Por
lo tanto, el uso de grandes muestras y el nimero de bacterias presentes, al ser plaqueados
directamente en medios selectivos resulta en una gran disminucion de la selectividad de
los medios (Wallace et al., 2001). El uso de ambos pasos, preenriquecimiento y
enriquecimiento selectivo, son indispensables puesto que las bacterias encontradas en los
alimentos se encuentran en un estado fisioldgico particular (estrés fisiologico) y se
lograra la resucitacion de los microorganismos debilitados. El andlisis de estas muestras
es meramente cualitativo, no puede ser empleado con fines cualitativos ya que sélo
determina ausencia/presencia de Salmonella spp. en la muestra analizada, debido al uso

de medios de preenriquecimiento y enriquecimiento (Sperber, Moorman y Freier, 2001).



43

Los brotes epidémicos de alguna enfermedad infecciosa resultan generalmente de
la exposicidon a un microorganismo en comun. Usualmente, el agente etiologico que
causa un brote proviene de una célula cuya progenie es genéticamente idéntica o
estrechamente relacionada. En términos epidemioldgicos, los organismos involucrados
en el brote son clonalmente relacionados, miembros de la misma especie, comparten
factores de virulencia, patrones bioquimicos y caracteristicas gendmicas (Olive y Bean,

1999).

7.8. Métodos empleados para reducir y/o eliminar contaminacion microbiana en frutas

y vegetales

Existe una gran variedad de métodos empleados para reducir las poblaciones de
microorganismos en frutas y vegetales enteros y en trozos. Cada método tiene distintas
ventajas y desventajas dependiendo el tipo del producto donde serd aplicado, el
protocolo de empleo, y otras variables. EI mejor método para eliminar patdégenos del
producto es la prevencidon de la contaminacidn en las primeras etapas del proceso, sin
embargo, esto no puede ser siempre posible y la necesidad de lavar el producto, asi
como sanitizarlo es de vital importancia para prevenir brotes epidémicos. Cabe
mencionar que el lavado y sanitizado no son capaces de eliminar totalmente los
microorganismos patogenos del producto contaminado, por ende, hay que emplear

protocolos que resulten mas eficientes (Parish ef al., 2003).

Los métodos tradicionales para reducir poblaciones microbianas en el producto
involucran tratamientos fisicos, quimicos y biologicos. La eficacia de estos métodos
dependera del tipo de tratamiento, tipo y fisiologia del microorganismo blanco,
caracteristicas de la superficie del producto, tiempo de exposicion y concentracion de los

sanitizantes, pH, temperatura, etcétera (Parish et al., 2003).

Actualmente se emplean inmersiones con plaguicidas en el proceso de
comercializacion de melon para controlar las enfermedades post-cosecha durante el

almacenamiento o el transporte en largas distancias. Los fungicidas recomendados son
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una mezcla de benomyl (Benlato) y guazatine (Panoctino), ambos a 500ppm. El
benomyl se emplea en pasta que se unta en el fondo de las cubas de inmersidon, mientras
que el guazatine se agrega en solucion a la cuba de inmersion. Es de vital importancia
mantener una buena agitacion para que el funguicida impregne adecuadamente al

producto y no sedimente (Dimsey, 1995).

Estos métodos pueden ser empleados por separado o en conjunto, sin embargo,
hay que tomar en cuenta que las combinaciones de sanitizantes o diferentes métodos

pueden presentar interacciones aditivas, sinérgicas o antagonicas (Parish et al., 2003).

7.8.1. M¢étodos fisicoquimicos

El lavado es uno de los pasos mas importantes durante el proceso de
comercializacion de frutas y vegetales. Sin embargo, no todos los métodos de lavado y
las soluciones empleadas son igualmente efectivos para todos los productos. Los
sanitizantes quimicos han sido usados ampliamente en este paso para reducir patogenos,
sin embargo, la eficacia de los sanitizantes comunes puede ser limitada o ineficaz
cuando se manejan grandes cantidades de vegetales o hay un exceso de materia organica

en las soluciones para sanitizar (Ruiz-Cruz et al., 2007).

La temperatura, algunos procesos involucran refrigeracion para prevenir el
crecimiento de microorganismos patdogenos en los productos. Sin embargo, existen
poblaciones microbianas capaces de vivir y reproducirse a estas temperaturas. Piagentini
et al. (1997) reportaron que Salmonella Hadar puede sobrevivir y proliferar en vegetales
refrigerados. Mientras que el crecimiento de algunos patdégenos puede ser inhibido a
temperaturas de refrigeracion, la supervivencia de algunos otros puede ser potenciada
bajo ciertas condiciones. Por ejemplo, algunos cepas de Salmonella sobreviven por
periodos de tiempo mas largos en jugos de frutas en refrigeracion que a temperatura

ambiente (Parish et al., 2003).
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Por el contrario, el agua caliente puede ser usada como tratamiento de reduccion
de patogenos en algunas frutas o como control de plagas post-cosecha que causan
pudricion del producto. El melon puede ser tratado con agua caliente o sanitizantes
disueltos en agua caliente (H,O;) con buenos resultados en la reduccion de Salmonella,
aunque existen efectos adversos sobre la calidad del producto, afectando su color,

textura y sabor (Parish et al., 2003, Ukuku et al., 2004).

La radiacion ionizante de ®°Co, *’Cs o de una maquina generadora de rayos de
electrones, por si solos o combinados con otros tratamientos como agua caliente, son
usados como alternativas para extender la vida de anaquel de los productos. Irradiar a
bajas dosis es considerada una buena herramienta para descontaminar y extender la vida
de anaquel de rebanadas de melon. La letalidad de la radiacion estd influenciada por el
organismo blanco, condicion del mismo y factores ambientales. Tratamientos a bajas
dosis (<1 kGy) inhibe el brote de tubérculos y raices, retrasa la maduracion del producto,
elimina insectos en granos, frutas y nueces ademds de matar parasitos en carnicos.
Tratamientos a dosis medias (1-10 kGy) reduce las poblaciones microbianas, incluyendo

patdgenos sobre o dentro de los alimentos (Parish et al., 2003; Prafull-Palekar, 2004).

Actualmente se emplean fungicidas en solucion en el proceso de lavado. El cloro
(Cl), es el agente mas usado para reducir patogenos en vegetales enteros. Las
concentraciones recomendadas de Cl van de 50 — 200ppm con tiempos de contacto de 1-
3 minutos. En el proceso de comercializacion la efectividad del Cl en la reduccion de
patogenos es limitada (1-2 log UFC/g), esta limitacion puede deberse a una combinacion
de diversos factores como; exposicion a la luz, al aire o a la alta concentracion de
materia organica de la solucion sanitizante. Ademads, el Cl puede reaccionar con la
materia organica para formar productos carcindgenos, por lo tanto, se debe optar por el
uso de alternativas libres de Cl para sanitizar estos productos (Parish et al., 2003;

Vadlamudi, 2004; Ruiz-Cruz et al., 2007).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos

aprobd el uso de 4cido peroxiacético (AP) para sanitizar algunos productos, incluidos
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frutas y vegetales, a concentraciones que no excedan las 80 ppm en el agua de lavado.
Park y Beuchat (1999) reportaron que el AP a concentraciones de 40-80ppm redujo
Salmonella y Escherichia coli O157:H7 en la superficie de melon Cantaloupe y melon
chino en un rango de 2.6-3.8 log UFC/g (Ruiz-Cruz et al., 2007). Al emplear acido
lactico (2%) y ozono (30 mg/L) en contra de Salmonella Poona se encontraron

reducciones de hasta 2.5 y 2.3 log UFC/cm?, respectivamente (Vadlamudi, 2004).

Ademas de estos compuestos quimicos, pueden emplearse otros como; yodo,
bromo, sales cuaternarias de amonio, 0zono, compuestos acidicos y alcalinos y peréxido

de hidrogeno, entre otros (Parish et al., 2003; Ruiz-Cruz et al., 2007).

7.8.2. Métodos biologicos

Existen algunas publicaciones acerca del uso de agentes bioldgicos para controlar
y prevenir el crecimiento de patogenos de humanos sobre los productos. Algunas cepas
de bacterias acidolacticas inhiben a Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus en ensaladas de vegetales. Los
estudios sugieren que la microflora no patogénica aplicada en las superficies del
producto podria competir con los patdgenos por el espacio fisico y nutrientes, y/o
puediera producir compuestos antagonicos que afecten negativamente la viabilidad de

los patogenos (Parish et al., 2003; Leverentz et al., 2006).

El uso de bacteridfagos para reducir poblaciones de Salmonella en fruta fresca
resultd efectivo al disminuir alrededor de 3.5 log al ser aplicados en rebanadas de melon
chino y almacenadas a 5 o 10°C. En cambio, no hubo reducciéon en rebanadas de
manzana, probablemente debido al pH (4.2). Cabe mencionar que el uso de fagos para el

control de patogenos debe alin ser estudiado a fondo (Parish ez al., 2003).
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7.9. Uso de extractos de plantas como antimicrobianos

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana.
En estado natural, estos compuestos pueden desempenar el papel de prolongadores de la
vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido estudiados por su potencial
como antimicrobianos alimentarios directos. El uso de aditivos alimentarios de origen
natural implica el aislamiento, purificacion, estabilizacion e incorporacion de dichos
compuestos con fines antimicrobianos a los alimentos (Raybaudi-Massilia et al., 2006).
Ademas suelen ser usados para aumentar la seguridad microbiologica y estabilizar los
productos comestibles. Los antimicrobianos de origen natural poseen un gran potencial
debido a los requerimientos de los consumidores que implican productos frescos, libres

de conservadores quimicos y mas naturales (Guillier et al., 2007).

Los sistemas antimicrobianos naturales de origen vegetal incluyen compuestos
fenolicos provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, acidos organicos presentes en

frutos y fitoalexinas producidas en las plantas (Raybaudi-Massilia et al., 2006).

Muchas especias y hierbas exhiben actividad antimicrobiana, los compuestos
presentes en estos productos son derivados simples y complejos del fenol, los cuales son
volatiles a temperatura ambiente. Muchos de estos compuestos han mostrado efectos
favorables en contra de bacterias y hongos. Dentro de las bacterias patogenas
adversamente afectadas por estos compuestos se encuentran; C. botulinum, B. cereus, E.

coli, L. monocytogenes, S. enterica Tyhpimurium, S. aureus y V.parahaemolyticus

(Raybaudi-Massilia et al., 2006; Guillier et al., 2007).

Se han reportado un gran nimero de estudios que revelan la actividad
antimicrobiana /n vitro de compuestos de origen natural, aunque relativamente pocos los
estudios sobre la actividad antimicrobiana de estos compuestos en sistemas modelo de
alimentos o en alimentos propiamente dichos (Guillier et al., 2007; Kolodziej et al.,

2001).
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Estudios en frutas demostraron el efecto de estos compuestos sobre la extension
de la fase de latencia de crecimiento y la reduccion en el nivel de la poblacion final de la
microbiota presente en melon. Ademas, se han empleado peroxido de Hidrégeno, nisina,
lactato de sodio y acido citrico en soluciones para el de lavado melon entero con buenos
resultados en la reduccion de E. coli O157:H7 y L. monocytogenes (Raybaudi-Massilia
et al.,20006).

La eficacia de estos compuestos radica en la capacidad que tienen para reducir el
pH en la fase acuosa de los alimentos y en el alto contenido de compuestos
polifenodlicos. Aunque estas capacidades pueden resultar en alteraciones de las

caracteristica organolépticas del modelo alimenticio (Guillier et al., 2007).

El efecto inhibitorio de los compuestos antimicrobianos (lldmense quimicos o
naturales) sobre un microorganismo blanco, es determinado arbitrariamente,
considerando un tiempo de exposicion y la concentracion minima bactericida, la cual se
enuncia como la minima concentracion del antimicrobiano en un rango probado capaz

de inhibir el crecimiento del indculo expuesto (Guillier et al., 2007).

Cabe mencionar que el empleo de compuestos ajenos al modelo alimenticio, ya sea
para control microbioldgico o de calidad, deben estar regulados por la FDA y que al ser
aplicados no afecten negativamente las caracteristicas sensoriales, nutritivas o su

garantia sanitaria (Raybaudi-Massilia et al., 2006).

7.10. Los compuestos polifendlicos

El término tanino proviene de la antigua palabra Celta para denominar roble, una
fuente de compuestos para curtir las pieles (Hagerman, 2002). Los taninos vegetales son
productos naturales de peso molecular relativamente alto (de 500 a 3000 Da), lo cual les
confiere la capacidad de formar complejos con carbohidratos y proteinas. En este
contexto, son esenciales en la industria de la talabarteria y la sintesis de nuevos

adhesivos (Garro-Galves et al., 2001; Dong-Bae et al., 1993). Estos compuestos son
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acumulados en las plantas, en troncos, raices, hojas, frutos, cascaras y cubiertas de las
semillas (Mueller Harvey, 2001; Raybaudi-Massilia et al., 2006) considerandose
metabolitos secundarios debido a que, aparentemente, no intervienen en procesos como
biosintesis, biodegradacion o metabolismo intermediario, sin embargo, se les conoce un
potencial bioldgico, parecido a “mimetismo” hormonal y toxicidad, relaciondndose al

sistema inmunoldgico y de adaptacion de las plantas (Hagerman, 2002).

Los taninos vegetales son clasificados en dos grupos, taninos hidrolizables y

condensados (Garro-Galves et al. 2001).

Los taninos hidrolizables son derivados del acido galico (3,4,5-trihidroxi acido
benzodico). El acido galico se encuentra eterificado a un centro poliholico, y los grupos
galoilo pueden estar esterificados fuertemente o ligarse oxidativamente a otras
moléculas para formar taninos hidrolizables complejos. Los taninos hidrolizables pueden
a su vez ser clasificados en dos grandes grupos, debido a su estructura; galotaninos y

elagitaninos (Hagerman, 2002).

Los galotaninos son los mas simples, son poligaloilos esterificados a una
molécula de glucosa. El galotanino prototipo es el pentagaloil glucosa (B-1,2,3,4,6-
pentagaloil-O-d-glucopiranosa). El pentagaloil glucosa (PGG) tiene cinco enlaces tipo
éster idénticos que unen a los grupos hidroxilo del galoilo al centro de glucosa. La
hidrolisis acida de estos compuestos lleva a la produccion de acido galico y el centro
polihdlico, por ello de hidrolizables. Los galotaninos simples son relativamente raros en
la naturaleza, tienden a ser el principal constituyente de los acidos tanicos comerciales.
Estos compuestos estan presentes en algunas especies de Acer (Arce), Quercus (Roble) y

Rhus (Rustifina) (Mueller-Harvey, 2001).
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Fig. 2 Acido galico como unidad estructural de los taninos hidrolizables.

Los elagitaninos son derivados de la union oxidativa de grupos galoilo. Son
¢ésteres del acido hexadiroxidifénico (HHDP) (Hagerman, 2002), esta molécula es la
estructura caracteristica de los elagitaninos. Estos taninos pueden romperse, mediante
una hidrolisis, a un centro de glucosa y la posterior lactonizacién del acido elagico,
puede o no llevar a la produccion de acido galico, dependiendo de la estructura original.
Estos compuestos son encontrados frecuentemente en la madera del roble y extraidos de
la misma, con altos rendimientos (hasta 10% del peso de la madera) para su uso

comercial (Lei, 2002).

Los taninos hidrolizables (TH) pueden ser extraidos de las plantas a partir de
diversos solventes. Pueden ser extraidos con agua, metanol al 50% y agua-acetona al 50-
70%. El metanol tiende a ser el mejor solvente si se buscan taninos de bajo peso
molecular. La solubilidad de los TH es muy variable. Pueden usarse otros solventes para
extraer o eliminar compuestos no fendlicos de una muestra, por ejemplo, etilacetato
(Mueller-Harvey, 2001). Estos compuestos pueden ser cuantificados mediante la prueba
de Folin-Ciocalteu, donde todos los grupos fenolicos reaccionaran y produciran un
cromoforo azul fosfotingstico-fosfomolibdico, aunque la quimica de esta reaccion no se
encuentra bien elucidada. Esta técnica tiene como ventaja principal una mayor

sensibilidad que la técnica de Folin-Denis (Schofield et al., 2001).
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Los taninos condensados (TC) o proantocianidinas comprenden un grupo de
oligébmeros de polihidroxi-flavan-3-ol y polimeros unidos por enlaces Carbono-Carbono
entre subunidades de flavonol. Los flavonoides son un grupo diverso de metabolitos
basados en un sistema heterociclico de anillos de fenilalanina y policetonas (Hagerman,
2002). La clase mas comun de proantocianidinas son las procianidinas, que son cadenas
de catequina y/o epicatequina unidas por enlaces 4+6 o 4+8. Por el contrario de los TH,
estos compuestos provienen de la polimerizacion de flavanos amorfos por la accioén de

acidos (Garro-Galvez et al., 2001).

El estudio de estas moléculas ha sido dificil debido a la complejidad de estos.
Pueden ser extraidos por distintos solventes, por ejemplo, agua, metanol o acetona. Estos
compuestos pueden ser determinados cuantitativamente en residuos vegetales, o
extractos acuosos, mediante; la depolimerizacion de las proantocianidinas, reacciones
del anillo heterociclico con aldehidos aromaticos o reacciones ¢xido-reduccion. Sin
embargo, la mas empleada es la reaccion con acido-butanol. Esta reaccion colorimétrica
emplea una depolimerizacion de los TC de manera oxidativa catalizada por 4cido, para
producir antocianidinas rojas (Schofield er al., 2001), las cuales son cuantificadas
colorimétricamente (Hagerman, 2002). Los TH no reaccionan en este ensayo (Schofield

etal.,2001).

Figura 3. Reaccion de depolimerizacion oxidativa para la obtencion de antocianidinas,

cuantificacion de taninos condensados.
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Los taninos tienen diversas funciones en los sistemas bioldgicos. Estudios
recientes demuestran que son potenciales agentes quelantes de metales. Ademas se han
empleado polifenoles extraidos del hollejo de canola debido a la capacidad como
agentes precipitantes de proteinas (Naczk et al., 1996). A estos compuestos se les
considera, nutricionalmente hablando, como ““antinutrientes” debido a la capacidad que
tienen de reducir la digestabilidad de las proteinas ingeridas, al precipitarlas, dando
como resultado una elevada excrecion fecal de Nitrégeno. De igual forma, algunos
compuestos fendlicos pueden inhibir las enzimas digestivas y otras enzimas de
importancia (hidrolasas, isomerasas, oxigenasas, etcétera) (Guevara-Gonzalez et al.,

2005)

A su vez, se han estudiado estos compuestos obtenidos a partir de nueces de
Castilla (Juglans regia) como antioxidantes biologicos (Fukuda et al., 2003; Hagerman,
2002). En 2003 se estudio la capacidad de extractos de taninos a partir de Pinus caribea
contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) In vitro, mostrando que algunos
de esos extractos inhibian un alto porcentaje de la replicacion viral y ademés no
mostraron efecto toxico, sin embargo, se requieren mas estudios a fin de elucidar el
mecanismo de accidn, asi como los compuestos activos de dicho producto (Ruibal-

Burnet et al.).

De igual forma, hay estudios recientes que demuestran la capacidad bactericida
de estos compuestos, Panizzi et al. en 2002 probaron extractos y fracciones de estos
extractos obtenidos a partir de plantas completas de zarzamoras (Rubus ulmifolius)
contra una serie de bacterias, grampositivas y gramnegativas, hongos filamentosos y
levaduras, encontrando efectivos dichos extractos contra algunas bacterias en particular
o varias a la vez. Se han encontrado efectivos extractos ricos en compuestos
polifendlicos obtenidos a partir de clavo, ciruela negra, granada y tomillo contra
Pseudomonas aeruginosa mulidrogoresistente, aislada a partir de un ambiente
nosocomial, siendo un riesgo potencial infeccioso y de gran importancia en materia de

salud publica (Nascimento ef al., 2000)
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Muchos de los compuestos fenolicos tienen efectos directamente benéficos para
la salud (Manach et al. 2004). Se ha demostrado que esos compuestos protegen los
tejidos contra los efectos toxicos y neoplasicos de un amplio rango de carcindgenos. Asi,
los polifenoles y sus derivados han manifestado tener efectos contra el cancer y
enfermedades del corazon, por lo que la ingesta de vegetales y frutas reducen el riesgo
de diversos tipos de cancer en humanos (Ito et al., 1999; Raybaudi-Massilia et al.,
2006). Ademas de poseer efecto cardioprotector y hepatoprotector en seres humanos

(Priyadarsini, et al., 2002)

7.11. La cascara de nuez como fuente de taninos

El nogal pecanero, Carya illinoensis, es una especie frutal perteneciente al grupo
de las nueces. Es miembro de la familia Junglandaceae, la misma del nogal comin
(Junglans regia). Es nativa del sur de Estados Unidos, extendiéndose por Texas y Norte

de México (Lemus, 2004; Gilman y Watson, 1995).

Es un arbol de follaje caduco que vive muchos afos, posee una frondosa copa y
alcanza un tamafio de hasta 30 m de altura. Las hojas presentan un verde brillante en el
haz y un verde mas claro en el envés. La madera es quebradiza, por lo tanto, los arboles
pueden ser facilmente dafiados en zonas con mucho viento. El fruto es una drupa, de 2.5-
4 cm de longitud. La nuez es de forma oblonga, lisa, de cascara delgada y puntiaguda.
Su periodo de desarrollo es largo y se extiende aproximadamente por siete meses, un
arbol de edad intermedia puede producir hasta 40Kg de nuez por arbol, dependiendo de
la variedad cultivada y factores pedoclimaticos (Lemus, 2004; Gilman y Watson, 1995;

Orona-Castillo et al., 2005).

México es el segundo productor de nuez, Uinicamente superado por los Estados
Unidos (Lemus, 2004). La produccién total de nuez, a nivel nacional en 2006 fue de
68,359.68 toneladas, y en la Comarca Lagunera de 11,145.42 toneladas en ese mismo

afio (SAGARPA, 2008c). La nuez es un alimento altamente saludable. Es un producto
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libre de colesterol, con altos contenidos de proteinas y acidos grasos insaturados que

reducen el contenido de colesterol en la sangre (Lemus, 2004).

La region lagunera aporta el 12% de la produccion nacional de nuez pecanera. En
el 2004 la regiéon de estudio ocupd el segundo lugar como cultivo que mayor
participacion tuvo en el valor de produccion, superado solo por la alfalfa. Las formas
mas utilizadas para comercializar la nuez en la region son, a granel en costales y sin
limpiar, seleccionada por su tamafio limpia y en costales, y descascarada y limpia. De
acuerdo a la informacién compilada, se estima que de el 70 a 80% de la produccion

regional, se canaliza al mercado de exportacion (Orona-Castillo ef al., 2005).

Las industrias que procesan al nogal aprovechan casi la mayor parte del arbol,
desde su madera hasta sus frutos, pero de los cuales se desprende un enorme residuo, la
cascara de nuez. del cual no se le da ningin uso que aumente su valor, la céscara de la
nuez. Esta representa mas del 50% del fruto del nogal, y es rica en taninos, lo cual le da
un potencial poco explotado a las cascaras de la nuez (Villarreal-Lozoya et al., 2006).
De acuerdo a McEachern y Stein, desde los afios 50 en los Estados Unidos se han venido
empleando los desechos de la produccion de nuez para extraer aceites esenciales y

taninos a gran escala (1990).

En un estudio reciente se determind la cantidad de polifenoles totales (TH y TC),
provenientes de la cdscara de la nuez, extraidos quimicamente y defini6 a este recurso
como una buena fuente de taninos, cuantificando 54.3mg TH/g y 140.9mg TC/g
(Medina-Morales, 2007).

Por lo anterior proponemos la utilizacion para reducir el riesgo de contaminacion

por Salmonella en el melon Cantaloupe.
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7.12. Las pruebas sensoriales para determinar el efecto de los compuestos aplicados en

el control microbioldgico y de calidad en alimentos

Las pruebas sensoriales pertenecen a una disciplina cientifica usada para recordar,
medir, analizar e interpretar reacciones a aquellas caracteristicas de los alimentos y de
los materiales cuando son percibidos por los sentidos de la vista, oido, gusto y tacto. El
tipo de método de evaluacion sensorial que se debe seguir dependerd, principalmente,

del objetivo o finalidad que se persiga al analizar el objeto de estudio (Castafi¢, 2002).

Las pruebas de analisis sensorial analiticas son, en términos generales, de dos tipos:
pruebas discriminatorias (o de diferenciacion) y los analisis descriptivos. Las
discriminatorias se llevan a cabo con la finalidad de establecer si existen diferencias
entre los productos. Las méds comunes son, duo-trio, la A-no A y la prueba triangular (de

la Presa-Owens, 2002).

Por otro lado, los métodos de andlisis descriptivos involucran la deteccion y la
descripcion de aspectos sensoriales, ya sean cualitativos o cuantitativos, de un producto
mediante un grupo de panelistas entrenados (5 a 100). Los parametros percibidos se
definen como atributos, caracteristicas, notas de caracter, términos descriptivos,
descriptores, o terminologia. Los panelistas deben ser capaces de detectar y describir los
atributos sensoriales percibidos de una muestra. Esos aspectos combinan, la descripcion
del producto y todas sus caracteristicas de apariencia, olor, sabor, textura, entre otras,
que lo van a diferenciar de otros productos. Los panelistas deben de acordar en cuanto a
la definiciéon de dichos conceptos. Ademads, los panelistas deben ser capaces de
diferenciar y ordenar aspectos cualitativos y de intensidad de una muestra y definir el
grado de cada caracteristica presente en la muestra (Izquierdo, 2002; Meilgaard et al.,

2007).

Las pruebas descriptivas son ideales para obtener una descripcion detallada del olor,

sabor y la textura al gusto de alimentos y bebidas. Estos perfiles obtenidos acerca de los
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productos analizados son de gran utilidad en la investigacion y desarrollo de productos

nucvos.

Dependiendo del objeto de estudio va a depender el nimero de diferentes perfiles

descriptivos, a continuacion se muestra una lista de ejemplos a considerar:

1. Términos de apariencia
a. Color
b. Textura de la superficie
¢. Forma y tamano
d. Interacciones entre las particulas
2. Términos de olor
a. Sensaciones olfatorias
b. Sensaciones nasales
3. Términos de sabor
a. Sensaciones olfatorias
b. Sensaciones de sabor
c. Pardmetros de sensacion oral
4. Términos de textura al gusto
a. Pardmetros mecanicos; reaccion del producto al efecto mecanico
b. Parametros geométricos
c. Parametros de grasa y humedad
5. Términos de textura al tacto
Pardmetros mecanicos; reaccion del producto al efecto mecanico

a
b. Pardmetros geométricos

e

Parametros de grasa y humedad

o

Parametros de apariencia
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Cultivos bacterianos

La cepa de trabajo, Salmonella Typhi CDC-9 fue donada por el Laboratorio Estatal de
Salud Publica de Coahuila, cumpliendo con los parametros de viabilidad y pureza. Dicha
cepa se mantuvo en viales con glicerol a -52°C hasta su uso. Esta cepa se activo en tubos
con Infusiéon Cerebro Corazon (ICC, Bioxon), incubdndose en condiciones aerdbicas
estaticas por 24 horas a 35°C £ 2°C. Para la cepa de trabajo, se tom6 una asada del
cultivo del caldo anterior y se plaqued sobre Agar Mueller-Hinton (Bioxon), fue
incubada en condiciones aerdbicas por 24 horas a 35°C + 2°C. Periddicamente se
realizaron pruebas bioquimicas, asi como extensiones sobre medios selectivos para

comprobar su viabilidad y pureza.

8.2. Extraccién quimica de los compuestos polifendlicos y determinacion del peso seco

del extracto acuoso de las cascaras de nuez.

Las cascaras de nuez empleadas fueron recolectadas de huertos ubicados en el municipio
de Parras, Coahuila. Para su empleo se deshidrataron y fueron sometidas a un proceso de

trituracion y posteriormente pulverizacion en un molino de cuchillas.

Se llevo a cabo una extraccion quimica de dichos compuestos mediante reflujo, se
colocd una cantidad de cascaras de nuez triturada y se le adiciono el agente extrayente,
(agua destilada estéril) a una proporcion 1:4. Esta mezcla fue colocada en matraces
cubiertos con papel aluminio para evitar la oxidacion de los compuestos de interés.
Posteriormente se colocaron en un sistema de reflujo con una temperatura no mayor a

60°C por 4-6 horas, agitando ocasionalmente.
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El extracto obtenido fue decantado y filtrado a través de 1) gasa, 2) papel filtro poro
grueso, 3) filtro Whatman y 4) filtro de nitrocelulosa de 0.45um de poro.

Se colocaron 3 series de tubos limpios y rotulados en una estufa a 80°C, se midi6 su
peso, el cual fue registrado cada 2 dias hasta que tuvo un peso constante en tres lecturas
consecutivas. Se realizon la misma metodologia para el extracto acuoso de céscara de

nuez. Esto fue realizado por duplicado en tres repeticiones.

8.3. Determinacion cuantitativa de los compuestos de interés, Taninos Hidrolizables

(Makkar et al., 1992) y Taninos Condensados (Haggerman, 2002).

Se realizd una curva patrén para acido gélico (equivalentes de TH). Se prepar6 una
solucion estandar de acido galico 500ppm, Colocando una serie de tubos. A estos tubos
se les adicion6 un volumen de agua destilada hasta alcanzar 400 pl totales. Se agregaron
400 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma) a cada tubo, se agitaron y se dejaron
reposar por 5 minutos. Posteriormente fueron agregados 400 ul de Na,COs (0.01M) a
cada tubo, se agitaron y se dejaron reposar por 5 minutos. Finalmente se agregaron
2.5ml de agua destilada a cada tubo y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de

750nm.

Para las muestras, se colocaron 400ul de la muestra en un tubo de ensaye, se le
agregaron 400ul del reactivo de Folin-Ciocalteu, se agitd y dejo reposar por 5 minutos.
Se le agregaron 400ul de Na,CO; (0.01M), se agitd y se dejo reposar por 5 minutos. Se
le anadieron 2.5ml de agua destilada y se midio la absorbancia a una longitud de onda de

750nm. Dicho ensayo fue realizado por duplicado en tres repeticiones.

Se realizé una curva patron de catequina (equivalentes de TC, Sigma). Se prepar6d una
solucion 1gr/L de catequina 1gr/L. Se colocaron 0, 125, 250, 375 y 500ul de la solucion
estandar en una serie de tubos. Se ajust6 el volumen a 500ul con agua destilada. Se
afiadieron 3ml de HCl/Butanol (1:9), se agitdé y fueron afiadidos 100ul de reactivo

férrico. Los tubos fueron cerrados herméticamente y se colocaron en bafio de agua a
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100°C por 1 hora, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a
una longitud de onda de 460nm. Esto mismo se realizd con los extractos de cascara de

nuez. Dicho ensayo fue realizado por duplicado en tres repeticiones.

8.4. Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto acuoso de las cascaras

de nuez mediante difusion en pozo.

Se ajustd una suspension bacteriana en solucion salina estéril (0.85%) conteniendo 1-2 x
10® UFC/ml. Se colocaron 100ul de este inéculo en placas de agar Mueller-Hinton, se
estriaron con un asa de Digralsky y se realizaron pozos Smm de didmetro. Se colocaron
150ul del extracto en cada pozo, se dejo difundir a temperatura ambiente por 15 minutos
y se incubo en condiciones estaticas por 24 horas a 35°C + 2°C, al cabo de lo cual se
midieron los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de los pozos.
Dicho ensayo fue realizado por duplicado en tres repeticiones. Como controles positivos
se utilizaron diferentes concentraciones de acido galico (0-500ppm) y catequina (0-

lgr/L) en forma pura, obtenidos comercialmente.

8.5. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) In vitro del

extracto de cascaras de nuez (Alarcon, 2000).

Se ajustd una suspension bacteriana en solucion salina (0.85%) estéril conteniendo 1-2 x
10 UFC/ml y se inocularon (1%). Se emplearon tubos conteniendo 5 ml de caldo
Mueller-Hinton. Se agito6 el contenido de los tubos y se incubaron por 24 horas a 35°C +
2°C. Posteriormente, se tomaron 100ul de cada tubo y se transfiri6 a cajas Petri con agar
Mueller-Hinton y Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), se sembraron por difusion. Las
placas se incubaron en por 24 horas a 35°C + 2°C. Se determindé como CMB la
concentracion del tubo que inhibid completamente el crecimiento bacteriano. Dicho
ensayo fue realizado por duplicado en tres repeticiones. Como controles positivos se

utilizo6 acido galico (0-500ppm) y catequina (0-1gr/L), obtenidos comercialmente.



60

8.6. Determinacion del efecto bactericida del extracto de cascaras de nuez sobre el

modelo alimentico contra Salmonella sp. (Ukuku and Fett, 2003)

Se prepararon 1.5 litros de inéculo (1-2 x 10° UFC/ml) a partir del cultivo puro
transferido un par de veces en caldo Infusiéon Cerebro Corazén, De este cultivo se tomod
una asada para inocular tubos con 20ml de caldo ICC y se incubaron por 24hrs a 35°C.
Estos cultivos fueron concentrados por centrifugacion (15 min a 8 500 rpm). El paquete
celular fue lavado con agua peptonada 0.1% y se transfiri6 al inoculo, se midid su
densidad optica a 600nm hasta obtener una absorbancia de 0.43 que equivalia

aproximadamente a 1-2 x 10* UFC/ml.

Un total de 12 melones Cantaloupe frescos y enteros fueron comprados en un
supermercado (1,314 — 1,671 g). Estos melones se encontraban exentos de magulladuras,

heridas y mohos y visualmente similares en su grado de madurez.

Estos melones fueron inoculados por inmersion en el indculo con agitacion y rotacion
manual constante por 10 min. Una vez inoculados se dejaron secar por 1 h en una
cabina de bioseguridad y aislados a temperatura ambiente por 12 h para su posterior

tratamiento.

Se prepar6 una cuba de inmersion alcanzando una concentracion de 4.3mg/ml de
extracto acuoso de céascara de nuez, capaz de inhibir completamente el crecimiento /n
vitro, donde posteriormente fueron colocados individualmente los melones inoculados.
Se sumergieron los melones durante 2 y 5 minutos con constante frotacion y rotacion. A
su vez, se prepard una cuba de inmersion conteniendo solamente agua destilada estéril
como control negativo. Se dejaron secar por 1 h en la cabina de bioseguridad antes de

continuar con el procedimiento.
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Fig. 4. Tubos con una muestra de extracto acuoso de cascara de nuez, a la

izquierda; extracto crudo. A la derecha, concentracion ajustada a la CMB In vitro.

Se realizaron ranuras circulares en la superficie del melon con un sacabocados de 2.5mm
de didmetro esterilizado por inmersion en alcohol etilico al 95% y flameo, los circulos
obtenidos fueron cortados con cuchillas de acero inoxidable estériles, retirando el
excedente de la superficie (pulpa). Se pesaron 25 g de esta muestra (aproximadamente
11 piezas circulares) y fueron homogenizados con 75ml de agua peptonada (0.1%) en

una licuadora por 1 minuto a velocidad alta.

Se realizaron diluciones decimales seriadas de la muestra y se plaqued 1ml en agar
Entérico Hektoen (EH). Se analizaron muestras de diferentes melones antes de ser
inoculados por la NOM-114.SSA1 para determinar cualitativamente la
presencia/ausencia de Salmonella spp en las muestras. Se incubaron en condiciones

estaticas por 48 hrs a 35°C + 2°C.
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8.7. Efecto del extracto de cascaras de nuez sobre la calidad sensorial del modelo

alimenticio (Meilgaard et al., 2007)
Se realiz6 una prueba triangular para determinar si el tratamiento con el extracto afect6 a
los aspectos sensoriales del melon. Se realizo el ensayo con 48 personas (30 mujeres y

18 hombres) con edades oscilando entre 20 y 60 afios.

Tabla 2. Medidas de tendencia central de las edades de los consumidores en la prueba

triangular.
Media 23 afios
Moda 22 afios
Mediana 22.5 afios

La prueba consistio en tratar un melon y combinarlo aleatoriamente con dos melones sin
tratar, todos ellos debidamente codificados (MT1, MT2 y MT3), posteriormente
presentarlos ante cada persona por separado e indicarle que dos de las muestras estan
exentas de tratamiento y una se encuentra tratada, se le pidi6 sefialara la muestra tratada.
La hipotesis planteada; Ho= Existe diferencia aparente entre un meldn tratado con

extracto acuoso de cascaras de nuez y un meldn sin tratar.

Fig. 5. A la izquierda puede observarse un meldn con tratamiento, a la derecha un melén

no tratado.
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Fig. 6. Muestras para la prueba triangular, al centro la muestra tratada con el extracto

acuoso de cascaras de nuez por 5 min, rotacion y agitacion constante.

Se contaron el nimero de respuestas correctas y el numero de respuestas totales. Se
determind si el nimero de respuestas correctas fue igual o mayor que el numero

tabulado.

Prueba Triangular

Edad Sexo Fecha

Instrucciones:
Dos de las muestras son idénticas, determine cual es la muestra extrafia

basandose en su aspecto, olor y textura.

(Cual es la muestra extrafa?

Fig. 7. Cuestionario aplicado en la prueba triangular.
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Se realiz6 una prueba descriptiva cuantitativa comparativa para determinar los
parametros organolépticos que pudieron ser alterados al poner en contacto al melén con
el extracto. Se aplico el tratamiento a la mitad de cada melon a probar para evitar la
variacion en cuanto a los parametros organolépticos de un melon a otro. El melon fue

cortado en trozos de una pulgada de largo.

Se aplic6 a 43 consumidores, alumnos de la facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Autonoma de Coahuila. Se les dio una explicacion para delimitar los
parametros a analizar y evitar ambigiiedades, ademas un cuestionario con el siguiente

formato:
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Prueba Descriptiva Cualitativa Comparativa

Nombre: Fecha:

Se dard una muestra de meldn (tratado), la cual serd comparada con un control (sin
tratar). Se marcard con una cruz una sola casilla en cada parametro a comparar, tomando
en cuenta las diferencias o similitudes entre las muestras y se afiadiran observaciones al
final del cuestionario (opcional) de acuerdo a los parametros percibidos.

Parametro -3 5 1 1 5 3
Much Mmte | Lgmte 0 Lgmte | Mmte Much
0 Igual 0

menos | menos mas mas
menos mas

Color

Consistencia al
gusto

Sabor caracteristico
Dulzura

Acidez
Astringencia/Resabi
o

Frescura
Palatabilidad
Jugosidad

Observaciones:

Parametro -3 3

0 Much

Much Mmte | Lgmte Lgmte | Mmte ue

0 Igual 0
menos | menos mas mas

menos mas

Aspecto
caracteristico
Particulas extranas
Olor

Pigmentacion al
tacto

Humedad

Observaciones:

Fig. 8. Cuestionario para el analisis sensorial del melon tratado vs. un melon sin tratar.
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8.8.  Aislamiento y caracterizacion de Salmonella en melones Cantaloupe de distintos

puntos de venta (Segun la NOM-114-SSA1).

Se analizaron un total de 44 melones Cantaloupe (999.8 — 1, 671 g) de diversa calidad,
generalmente de un estado de madurez aceptable, sin magulladuras ni golpeaduras. Estos
melones fueron obtenidos de Abril a Agosto de 2008 de seis supermercados, dos
fruterias, dos proveedores a gran escala de la central de abastos y un local sobre ruedas
de diferentes puntos de la Ciudad de Saltillo, Coahuila. Las muestras analizadas

provenian, principalmente de La Laguna, Jalisco, Michoacan y Nuevo Ledn.

Para su andlisis se siguido la metodologia descrita en la NOM-114-SSA1-1994, se
cortaron y pesaron 25 g de la superficie de cada melon y se homogenizaron con 225 ml
de caldo lactosado (caldo de pre-enriquecimiento) en una licuadora a velocidad alta por
1 min. Esta mezcla fue transferida a un recipiente estéril de boca ancha con tapén de
rosca para ser incubada en condiciones estaticas durante 24 h a 35°C + 2°C. Al
transcurrir dicho periodo, se agito el caldo de pre-enriquecimiento y se transfirié 1 ml de
esta mezcla a un tubo de cultivo que contenia 10 ml de caldo Vassiliadis-Rappaport, se
incubd durante 24 h a 35°c + 2°C en condiciones estaticas. Se tom6 una asada y fue
estriada sobre 3 medios de cultivo, Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), Entérico Hektoen
(EH) y Verde Brillante (VB), estas placas fueron incubadas por 48 h a 35°C + 2°C en

condiciones estaticas.

Las colonias presuntivas de Salmonella spp. fueron analizadas bioquimicamente segin
indica la NOM-114-SSA1-1994 (TSI, LIA, Urea) para confirmar la presencia de

Salmonella spp. en los melones Cantaloupe de los diversos puntos de venta.

8.9.  Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) sobre

rangos, prueba de Kruskal-Wallis, a través del paquete estadistico SigmaStat.
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En cuanto a la prueba triangular se empled una prueba del tipo Chi-cuadrada,

Numero Critico de Respuestas Correctas.



DIAGRAMA DE FLUJO DE LOS METODOS UTILIZADOS:

Cultivos bacterianos.

Cepa de referencia, Sa/monella Typhi CDC-9
mantenido en congelacion a -52°C en crioviales al
20% con glicerol.

A 4

Activacion en tubos con Infusion Cerebro Corazon
por 24h. a 37°C.

y

Plaqueo en cajas Petri con agar Mueller-Hinton e

incubada por 24 hrs. a 37°C para su posterior empleo.

|

Determinacion de pruebas bioquimicas, asi como
plaqueo sobre medios selectivos y confirmacion de
viabilidad y pureza.
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Extraccion quimica de los compuestos de interés y determinacion del peso seco del

extracto acuoso de las cascaras de nuez.

125gr de cascaras de nuez molidas e incorporacion de
agua destilada estéril.

Ensamble de un sistema de reflujo y extraccion a
60°C durante 4 hrs, agitacion ocasional.

A 4

Filtracion y esterilizacion por filtracion del extracto
acuoso.
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Determinacién cuantitativa de los compuestos de interés (TH y TC)

Realizacion de una solucion madre de TH (acido
gélico) y TC (Catequina) y diluciones seriadas de la
misma.

Realizacion de una curva patron de THy TC y
analisis de una muestra del extracto por el mismo
método.
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Determinacion de la actividad antimicrobiana del extracto acuoso de cascaras de nuez

contra Salmonella Typhi

Ajuste por densidad optica del inéculo a 1 x 10°
UFC/ml.

|

Inoculacion de placas de agar Mueller-Hinton con
1001 de in6culo y extension con asa de Digralsky.

|

Realizacion de pozos e incorporacion de 100ul del
extracto a probar.

A\ 4

Incubacion de las placas a 37°C por 24 hrs en
condiciones aerObicas estaticas.

A4

Medicion de halos de inhibicidn del extracto a probar.




Determinacion de la CMB In vitro del extracto acuoso de cascaras de nuez contra

Salmonella Typhi

Ajuste por densidad optica del inéculo a 1 x 10°
UFC/ml.

Realizacion de diluciones seriadas del extracto e
incorporacion a 2ml de ICC. Inoculacion con 1% de
la cepa ajustada.

Incubacion a 37°C por 24 hr en condiciones aerobicas
estaticas.

A 4

Plaqueo de 100p1 de la mezcla en agar Mueller-
Hinton e incubacion a 37°C por 24 hrs en condiciones
aerobicas estaticas.

A 4

Observacion del crecimiento bacteriano en las placas
y determinacion de la concentracion minima capaz de
inhibir totalmente el crecimiento bacteriano.
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Determinacion del efecto del extracto acuoso de céscaras de nuez contra Salmonella

Typhi aplicado en el modelo alimenticio

Adquisicion de melones y proceso por NOM-114-SSA1-
1994 para determinar ausencia de Salmonella spp.

A 4

Ajuste de Salmonella a 1 x 10° UFC/ml en agua peptonada
0.1%

Inoculacién de los melones por inmersion y rotacion en la
suspension de Salmonella por 10 min.

v

Secado y almacenamiento en cabina de seguridad a
temperatura ambiente por 24 hr.

A 4 v

Preparacion de cuba de inmersion de Preparacion de cuba de inmersion con
extracto, segiin la CMB In vitro. agua destilada estéril (control negativo).

A\ \ 4

Tratamiento, rotacion con constante agitaciéon por 2y 5
minutos, secado del melon.

l

Obtencidn de circulos de 2.5 cm diam. de la corteza del
melon hasta obtener 25gr.

l

Agregar 75ml agua peptonada 0.1%, homogenizacioén en
licuadora por 1 min, maxima velocidad.

l

Realizacion de diluciones decimales seriadas, en agua
peptonada 0.1%.

l

Plaqueo de 100 pl de cada dilucién en agar Entérico
Hektoen, incubacion a 37°C por 24 hrs en condiciones
aerdbicas estaticas y conteo de las UFC.
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Aislamiento y caracterizacion de Sa/monella en melones Cantaloupe de distintos puntos

de venta.

Adquisicion de los melones de distintos puntos de
venta.

Medicion de 25gr de la superficie de melon e
incorporacion de 225ml caldo lactosado para su
homogenizacion por 2 minutos en licuadora a maxima
velocidad. Ajustar pH a 6.8, si lo requiere.

Incubacion de la mezcla a 35°C £2°C por 24 hr en
condiciones aerdbicas estaticas en recipiente de boca

ancha.
Y A\ 4
Transferencia de 1ml de la Transferencia de 1ml de la mezcla
mezcla anterior a un tubo con anterior a un tubo con 10ml de
10ml de caldo tetrationato. caldo Vassiliadis-Rappaport.

A A 4

Incubacion a 35°C £2°C por 24 hrs en condiciones
aerdbicas estaticas.

A 4

Estriar una alicuota de cada tubo sobre placas con
agar XLD, Vedre Brillante, Entérico Hektoen.

A 4

Determinacion de Presencia/Ausencia de colonias
sospechosas.

Identificacion del género Salmonella en las colonias
sospechosas mediante pruebas bioquimicas
convencionales.

Identificacion de los serotipos de Salmonella
mediante sueros polivalentes O y H.




75

Efecto del extracto de cascaras de nuez sobre la calidad del modelo alimenticio, analisis

sensorial.

Se trataran melones del mismo grado de
madurez por 5 min. en cuba de inmersion
con extracto segun la CMB In vitro.

Se trataran melones del mismo grado
de madurez por 5 min. en cuba de
inmersion con extracto segun la CMB
In vitro.

A 4

A 4

Degustacion por parte de los panelistas
semi-entrenados.

A 4

Realizacion de una prueba de
confusion, comparando 2 melones sin
tratar vs. 1 tratado.

A

Determinacion de los parametros
afectados y el grado de afectacion
comparado contra un control, mediante
un cuestionario.

Determinacion del nimero de aciertos
al cuestionar sobre ;Cudl es el melon
extrano?
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RESULTADOS:

9.1. Extraccion quimica de los compuestos polifenolicos y determinacion del peso seco

del extracto acuoso de las cascaras de nuez.

El extracto obtenido quimicamente a las 4 horas de reflujo fue filtrado y
esterilizado por filtracion. El pH del extracto fue de 4.98 y present6 un color café rojizo
intenso y un olor sui generis, no presentaba sedimentos y fue contenido en un frasco
ambar en refrigeracion a 4°C para su empleo a posteriori (Figura 9). El peso seco del
extracto fue 17 mg/ml, a partir de estos datos, el porcentaje de tt del peso seco del

extracto fue igual a 1.46%.

"i*’:!

Fig. 9. Muestra del extracto acuoso de céscaras de nuez.
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9.2 Determinacion cuantitativa de los compuestos de interés, Taninos Hidrolizables

(Follin) y Taninos Condensados (HCl/Butanol).

En las determinaciones cuantitativas basadas en las curvas patrén para taninos
hidrolizables (r*= 0.999) y taninos condensados (r*= 0.989), se obtuvo una concentracion
de 188.23 (+£7.02) mg de taninos totales (tt) por litro de extracto acuoso de cascara de
nuez, de los cuales, 90.32 (= 13.05) mg fueron taninos hidrolizables y 98.62 (+ 6.08) mg

correspondieron a taninos condensados (Tabla 3).

Taninos Taninos Condensados | Taninos Totales
Hidrolizables (mg/L extracto) (mg/L extracto)
(mg/L extracto)

Lectura I 78.45 104.78 183.23
Lectura II 84.00 100.75 184.75
Lectura III 108.50 90.33 198.83
Promedio 90.32 98.62 188.93

Tabla 3. Determinacion cuantitativa del contenido de taninos hidrolizables, condensados

y totales en el extracto acuoso de cascaras de nuez.

9.2. Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto de cascaras de nuez contra

Salmonella sp.

Se Obtuvieron halos de inhibicion de 22 (+2.44) mm de diametro como resultado

de la inhibicion aparente del crecimiento de Salmonella Typhi In vitro.

Los ensayos realizados como controles (4cido galico y catequina) no presentaron
actividad antibacteriana a las concentraciones empleadas, 0-500ppm acido gélico y 0- 1

g/L de catequina, el crecimiento de la cepa de referencia fue uniforme en toda el area.
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9.3. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) In vitro del extracto

de cascaras de nuez.

Se realizaron diluciones seriadas (tubo 1- 11) para dicho ensayo:

Tubo | Concentracion (mg/ml) extracto. Resultado
1 5.66 No hubo crecimiento
2 5.1 No hubo crecimiento
3 4.53 No hubo crecimiento
4 3.96 16 UFC
5 3.4 >300 UFC
6 2.83 Incontable
7 2.26 Incontable
8 1.7 Incontable
9 1.13 Incontable
10 .56 Incontable
11 0 Incontable

Tabla 4. Concentraciones probadas contra Sa/monella Typhi In vitro para la

determinacion de la CMB.

La concentracién minima bactericida se determindé como la concentracidon capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano al estar incubado por 24 hrs a 35°C en condiciones
aerobicas estaticas y al ser inoculada una alicuota de esta mezcla por difusion en las
cajas con agar Mueller-Hinton y XLD para confirmar mediante la morfologia
caracteristica de Salmonella en el medio. La concentracion capaz de inhibir el

crecimiento result6 4.3 (£0.34) mg/ml (tabla 4).

9.4. Determinacion del efecto bactericida del extracto de cascara de nuez aplicado en el

modelo alimentico contra Salmonella sp.

La figura 8 muestra el efecto del extracto acuoso de cascaras de nuez al ser aplicado al

melon en tres diferentes tiempos de exposicion (0, 2 y 5 minutos) y a una concentracion
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de 4.3 mg/ml. Se encontr6 que la poblacion bacteriana se redujo un logaritmo al exponer
el fruto por 5 minutos al extracto de cascara de nuez, lo cual no sucedié con nuestro

control de agua destilada estéril.

Efecto del extracto sobre el modelo alimenticio
3.50E+06
2.90E+06
w  2.80E+06 - 2.52E+06
S
(1]
Tz 2.10E+06 -
= 1.48E+06
o 1.40E+06 -
e
- 1.21E+05
0.00E+00 - —
Tiempo (0 Tiempo Tiempo tiempo tiempo
min} (2min)Agua  (2min) (5min)Agua  (5min)
destilada Extracto destilada Extracto
Tratamiento

Fig. 10 Efecto del tratamiento y control negativo sobre la poblacion de Salmonella

Typhi inoculadas artificialmente.

9.5.  Efecto del extracto de cascaras de nuez sobre la calidad del modelo alimenticio.

Al realizar la prueba triangular a 48 voluntarios, 18 hombres y 30 mujeres, en el

papel de consumidor y tratar de encontrar la muestra tratada con extracto entre 3

muestras, se obtuvieron los siguientes resultados:

Respuestas correctas | Respuestas incorrectas | Total

Consumidores 13 35 48
Tabla 5. Respuestas de la prueba triangular.
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El 27% de las respuestas fueron correctas, el 73% restante no identifico correctamente la
muestra extrafia. De las respuestas correctas, el 77% fueron mujeres, mientras que el

23% restante fueron hombres.

77

B % hombres correcto

% mujeres correcto

Fig. 11. Analisis genérico de las respuestas correctas en la prueba triangular.

Al comparar el nimero de respuestas obtenidas, contra el valor dado en la tabla para
Numero Critico de Respuestas Correctas en una prueba triangular (Xgq,,) 0=0.001, se
encontro la hipotesis no fue aceptada, el nimero de respuestas correctas (13) es menor
al nimero minimo tabulado (27 respuestas correctas), por lo tanto, no hay diferencia
significativa entre el melon tratado y los melones sin tratar, en cuanto a los

consumidores se refiere.

Al realizar la prueba descriptiva cualitativa comparativa a 48 consumidores, se encontrd
que el 14% de los encuestados (n=6) no encontr6 diferencia en cuanto al aspecto en
general (aspecto caracteristico, desprendimiento de particulas extrafias, olor,
desprendimiento de pigmentos y humedad) comparando un meldn entero sin tratar
contra un melon entero tratadoen el extracto acuoso por 5 minutos en agitacion y
frotacion constante. El 86% restante (n= 37) encontrd diferencias en uno o mas de los
parametros descritos en cuanto al aspecto en general del melon entero. El 58% de los
encuestados (n=25) afirmé que la muestra tratada presentaba mayor olor caracteristico

que el control.

En cuanto a los cambios al consumir el meldn sin tratar y posteriormente la muestra

tratada se encontrd que, el 100% de los encuestados (n= 43) encontraron cambio en al
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menos uno de los pardmetros analizados. Siendo la jugosidad el pardmetro mayormente
alterado puesto que el 40% de los encuestados (n= 17) argumentaron que el melon
tratado presentaba mas jugosidad. El 23% de los encuestados (n=10) afirm6 que el

melon tratado fue mas fresco que el control.

Por el contrario, el 14% de los consumidores encuestados (n= 6) percibié un aumento
ligero en cuanto a la astringencia en la muestra tratada. EI 9% de los consumidores (n=

4) percibi6 un aumento ligero en cuanto a la acidez de la muestra tratada.

9.6. Aislamiento y caracterizacion de Salmonella en melones Cantaloupe de distintos

puntos de venta (Segiin la NOM-114-SSA1-1994).

De las 44 muestras analizadas solamente se encontraron 2 muestras presuntivas,
procedentes de dos melones adquiridos en dos autoservicios diferentes, al realizarles las
pruebas bioquimicas convencionales fueron descartadas por no cumplir con el perfil
bioquimico genérico. Del total de muestras analizadas no se reportaron aislados

positivos para Salmonella spp.
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DISCUSION:

Salmonella Typhi es considerada como la causa de 21.6 millones de casos de
infecciones ocasionadas por estas bacterias (fiebre tifoidea y salmonelosis) anualmente
alrededor del mundo (CDC), con una incidencia de hasta 1000 casos por cada 100 000
habitantes y su indice de mortalidad se estima hasta en 600 000 muertes por aio (Calva,
2001). En nuestros ensayos utilizamos una cepa de referencia (S. Typhi CDC-9) como

control.

Para el control de microorganismos han sido empleados compuestos quimicos
desde hace aproximadamente 100 afios, ya sea para eliminar la contaminacion con este
patogeno del producto o para retardar la fase lag de otros microorganismos detractores
de la calidad. Estos agentes son llamados “conservadores”. Los mas empleados son
benzoatos, lactatos, nitritos y nitratos. Recientemente se han encontrado cepas de
levaduras (Candida krusei, Hansenula anomala) capaces de sobrevivir al ser expuestas a
altas concentraciones de acido benzoico. Algunas bacterias como Pseudomonas, poseen
resistencia innata contra el acido ascorbico, otro conservador frecuentemente usado
(Davidson y Harrison, 2002). Sin embargo, los compuestos quimicos pueden traer
consigo reacciones adversas por lo que se debe considerar el uso de otros agentes para

controlar la contaminacion de alimentos con microorganismos patogenos.

La resistencia a los agentes antimicrobianos tiene como resultado un incremento
en la morbilidad y mortalidad de las infecciones bacterianas debido a que no se
prescriben oportunamente los antibioticos adecuados para el tratamiento, incrementando
ademas los costos del cuidado de la salud (Lalitha, 2004). Se dice que el aumento en la
resistencia a los antibioticos de los aislados de vegetales se debe a cambios en las
précticas de agricultura y en proceso de comercializacion de los mismos (Singh et al.,

2006). Debido a la resistencia desarrollada por este patdgeno a los agentes quimicos y
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antibidticos, se optod por emplear agentes naturales provenientes de cascaras de nuez para
evaluar la capacidad de inhibir o eliminar completamente a esta bacteria In vitro y en el

melon.

Las formulaciones basadas en extractos de plantas han sido empleadas desde la
antigliedad como remedios contra enfermedades animales y humanas. En los ultimos 20
afios, el interés por la medicina tradicional se ha incrementado considerablemente en
muchas partes del mundo, donde el cambio en el estilo de vida, incluyendo aspectos
dietarios, ha tenido un gran efecto en el incremento de riesgos para la salud. Existe un
sinnimero de estudios cientificos que atribuyen al consumo de plantas algunas
propiedades benéficas a la salud y terapéuticas, contra enfermedades emergentes. Dichas
propiedades son atribuidas a metabolitos secundarios, tales como los polifenoles (Singh

et al., 2003).

En este trabajo se emplearon extractos de cascaras de nuez como fuente de
compuestos polifenodlicos basando en el posible uso de la cascara de nuez que
actualmente es un desecho. El nogal es una especie de buen crecimiento, libre de
enfermedades y productiva, en su estado de madurez y buenas condiciones de cultivo,
puede llegar a producir hasta 40Kg de fruto (Lemus, 2004). México es el segundo
productor de nuez, Unicamente superado por los Estados Unidos (Lemus, 2004), la
comarca Lagunera aporta a la produccion nacional alrededor del 12% (Orona-Castillo et
al., 2005). La produccién total de nuez, a nivel nacional en 2006 fue de 68,359.68
toneladas, y en la Comarca Lagunera de 11,145.42 toneladas en ese mismo afio
(SAGARPA). Considerando que alrededor del 50% del fruto del nogal es céascara, la
cual es considerada desperdicio, este producto posee un uso potencial poco explotado

como fuente de antioxidantes (Villarreal-Lozoya et al., 2006).

Segtin la Alianza de Alergias y Anafilaxis debida a Alimentos (Food Allergy &
Anaphylaxis Alliance), los cacahuates, nueces, soya, leche, huevo, algunos cereales y los
mariscos son considerados los alimentos alergénicos mas comunes en paises como

Alemania, Australia, Canad4a, Estados Unidos, Italia, Nueva Zelanda, Paises Bajos y el
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Reino Unido. Alrededor del 2% de la poblacién presenta reacciones alérgicas a los
compuestos presentes en las nueces (nuez, almendras, castanas, avellanas) (2002). Estos
compuestos son la mayoria de las veces proteinas o sus derivados en los alimentos que
causan respuestas inmunologicas anormales (Allergen Bureau, 2008; Bannon, G. 2004).
Debido a la naturaleza acuosa del extracto de céscaras de nuez empleado para el
tratamiento, el cual contiene Uinicamente compuestos solubles, tales como carbohidratos
y compuestos fendlicos, entre otros, lo cual determina que el extracto puede no presentar

los alergenos que son frecuentemente encontrados en la nuez como tal.

Los antioxidantes (taninos) fueron extraidos quimicamente mediante un sistema
de reflujo o soxhlet, el agente extraente varia dependiendo la polaridad de los
compuestos a extraer y la finalidad de los mismos. Medina-Morales en 2007 determin6
la eficacia de diversos agentes extraentes; que pueden incluir metanol al 70%, acetona al
70% y agua, ademas del tiempo de extraccion, concluyendo que la mayor obtencion de
polifenoles totales a partir de cascaras de nuez se da a las 12 horas con acetona al 70%
obteniéndose 245.5 mg tt/g de cascara. Sin embargo en este trabajo no pueden ser
empleados el metanol al 70% ni la acetona al 70% ya que el uso potencial del extracto
sera aplicandolo sobre alimentos por lo que se optd por el empleo de agua como agente

extraente.

Existen estudios con extractos vegetales, que le adjudican la actividad
antibacteriana y antifungica a compuestos fenolicos, estos estudios mostraron halos de
inhibicién de hasta 19 mm contra Bacillus subtilis y de hasta 12.5 mm contra
Enterococcus faecalis (Kosalec et al. 2005, Raybaudi-Massilia et al. 2006). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo, mostraron que el extracto acuoso de cascaras
de nuez fue muy efectivo para inhibir a Salmonella Typhi, alcanzando halos de
inhibicion de hasta 22 (£2.44) mm de didmetro. A la fecha no existen reportes de la
actividad del extracto acuoso de cascara de nuez por el método de difusion en placa

contra alglin otro microorganismo, patdgeno o deteriorante.
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Al emplear 4cido gélico y catequina obtenidos comercialmente como controles
positivos, tuvimos resultados inesperados, ya que no presentaron actividad en contra de
Salmonella Typhi, Neurath et al. en 2004 reportaron el uso de acido caféico, ursélico,
catequina y quercetina puros obtenidos comercialmente para bloquear la union de los
linfocitos T, proteina CD4 con la proteina gp120 del VIH, en cambio, al emplear estos
extractos obtenidos a partir del jugo de granada (Punica granathum) si se vio bloqueada
la unién entre ambas proteinas, este comportamiento podria deberse al efecto sinérgico
de diversos compuestos presentes y sus concentraciones en los extractos probados, tales

como carbohidratos, polifenoles monoméricos y poliméricos, entre otros.

En el presente trabajo se obtuvo una CMB con el extracto acuoso de céscaras de
nuez de 4.3 (£0.34) mg/ml contra Salmonella Typhi. Ciraj et al. reportaron en 2001 la
actividad antimicrobiana de un extractos alcoholico de hojas de té negro (Camelia
sinensis) contra 27 aislados de S. Typhi, pero a la fecha no existen reportes con respecto
al uso de céscaras de nuez como agente bactericida en contra de esta bacteria. Osorio en
2007 reportd la actividad de extractos metanodlicos de cédscaras de nuez y otras plantas
del semi-desierto mexicano en contra de microorganismos fitopatdogenos, obteniendo

buena actividad contra Fusarium oxysporum.

El efecto bactericida de algunos compuestos, ya sean quimicos o fisicos, se basa
en la interaccion ‘“agente bactericida-bacteria” a nivel de pared celular o ambiente
intracelular. La cloracion es de las alternativas empleadas para el control microbiano en
alimentos (Ukuku et al., 2006). Dicha eficacia es atribuida al alto potencial oxidante que
posee, sin embargo, para que dicho agente tenga un buen efecto debe administrarse en
altas concentraciones (hasta 200ppm), lo cual incrementa el riesgo de formar productos
secundarios potencialmente peligrosos, al interaccionar con la materia orgénica, o
cambiar las caracteristicas organolépticas. A la fecha, el mecanismo real para la

actividad bactericida del cloro sigue siendo estudiado (Virto et al. 2005).

La actividad antimicrobiana de los compuestos polifendlicos (taninos) puede

deberse a las diferentes propiedades quimicas que poseen, tales como formar complejos
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con enzimas y otras proteinas microbianas, inhibiendo o alterando su funcién; inhibir la
cadena transportadora de electrones en las membranas celulares y formar complejos con
hierro y cobre. Se puede decir que la actividad de los taninos es un proceso
multifactorial que va a depender de los compuestos fenolicos presentes en los extractos y

del microorganismo a inhibir (Guevara-Gonzalez et al., 2005).

Vadlamudi (2004) reportd que al sanitizar melones enteros, sumergiéndolos en
agua o en una soluciéon conteniendo 200 mg/L de cloro no fueron efectivos en la
reduccion de Salmonella Poona, reportando reducciones menores a 1 log UFC/cm?. Sin
embargo, al emplear una soluciéon de 4cido lactico al 2% u ozono (30 mg/l), se
encontraron reducciones siginficativas en la reducciéon de esta bacteria, de 2.5 log
UFC/cm’® y 2.3 log UFC/cm?, respectivamente. Barak y cols. (2003) reportaron el efecto
que ejerce el combinar el lavado de melones enteros con una solucion de jabon
antibacterial, frotacion con un cepillo para frutas en una cuba de inmersion y la final
inmersion en una solucion con 150 ppm de hipoclorito de sodio, contra S. Poona,
encontrando una reduccion del 99.8% de las bacterias inoculadas. En base a los
resultados obtenidos, en donde no encontramos reducciones importantes al aplicar; ellos
sugieren incrementar las concentraciones, pero sin rebasar las concentraciones
encontradas originalmente en las cdscaras de nuez, ya que concentraciones mayores
podrian resultar nocivas para la salud (Padilla-Zakour, 2008) o alterar las caracteristicas

organolépticas del alimento.

En este trabajo se empled como objeto alimenticio al melon Cantaloupe en donde
determinamos la prevalencia de Salmonella spp. Esto debido a que histéricamente esta
fruta ha estado involucrada en brotes por este microorganismo. En los estados Unidos y
Canada, en 2002 se reportd la contaminacion con Salmonella Poona de melones de
origen mexicano y recientemente, en marzo de 2008, estuvieron involucrados melones
hondurefios en un brote de Sa/monella Litchfield que afect6 a 59 personas en 16 estados
de la Unién Americana y 5 provincias de Canada (FDA, 2008; Medheadlines, 2008),
dejando pérdidas de 7mdd para la empresa involucrada en tan solo 3 dias después de

anunciada dicha alerta (CNN en espafiol, 2008). En general, se han visto involucrados
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diversos serotipos en brotes debidos a melones cantaloupe, tales como Safra, Poona,
Hadar, Oranienburg, (Mohle-Boetani et al. 1999, Hammack et al. 2003, Ukuku y Fett,
2006).

Debido a que a la fecha no existen estudios acerca de la calidad y seguridad de
los melones expendidos en la ciudad de Saltillo, Coahuila, es importante considerar el
analisis en cuanto a la calidad microbiolédgica, no s6lo de melon Cantaloupe, sino de
otros productos que podrian estar implicados en la transmision de patogenos o

deteriorantes.

De las 44 muestras analizadas de melon Cantaloupe de diversos locales de la
ciudad de Saltillo, Coah., no se encontraron aislados positivos para Salmonella.
Resultados similares fueron reportados por Gémez-Govea et al. en 2008, al analizar la
calidad microbioldgica de melon Cantaloupe y otros vegetales en el drea metropolitana
de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, no sélo en cuanto a Salmonella, sino ademas,
coliformes totales y fecales, Shigella spp, E. coli, Listeria Monocytogenes y
Campylobacter Jjejuni

/coli.

Debido a que a la fecha no existen estudios acerca de la calidad y seguridad de
los melones expendidos en la ciudad de Saltillo, Coahuila, es importante considerar el
analisis en cuanto a la calidad microbiologica, no s6lo de melon Cantaloupe, sino de
otros productos que podrian estar implicados en la transmision de patogenos o

deteriorantes.

Aln y cuando los melones Cantaloupe analizados en la ciudad de Saltillo no
fueron encontrados positivos en cuanto a Salmonella, no deben pasarse por alto medidas
preventivas para asegurar la seguridad e inocuidad de este producto, por ejemplo: Lavar
las manos antes de manipular este, o cualquier alimento, lavar la superficie del melén
usando un cepillo y agua corriente para eliminar residuos de suciedad, lavar los

utensilios para cortar el melon, eliminar la cascara del melon inmediatamente después de
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lavado, refrigerar el melon a 4°C o menos, etiquetar el contenedor indicando la fecha y

consumirlo antes de 7 dias (Simonne, 2006).
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CONCLUSIONES:

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos, se pueden derivar

las siguientes conclusiones.

Las céascaras de nuez pueden ser empleadas como una fuente redituable de
compuestos fenodlicos (taninos), obteniéndose, en agua como solvente 188.23

(£7.02) mg/1 de extracto.

El extracto acuoso de cascaras de nuez presenta una excelente actividad
antibacteriana contra Salmonella Typhi al ser probado mediante el método de

difusion en pozo, obteniendo halos de inhibicion de 22 (£2.44) mm de didmetro.

La CMB In vitro del extracto acuoso de cascaras de nuez contra Salmonella

Typhi fue de de 4.3 (£0.34) mg/ml.

El extracto de céscaras de nuez empleado a una concentracion de 4.3 mg/ml,

alcanz6 reducir en un log a la poblacion de Sa/monella Typhi en melon.

El extracto no altera significativamente las caracteristicas organolépticas del

producto cuando este es presentado al consumidor para su adquisicion.

El extracto no altera las caracteristicas fisicas del modelo alimenticio en cuanto
al aroma, sabores agregados, consistencia y palatabilidad del producto al ser
consumido. Modificoé el aspecto y el aroma del producto entero al ser

inspeccionado, mejorandolo.

De 44 muestras de melon analizadas, no se encontré ninguna muestra positiva

para Salmonella.
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PERSPECTIVAS:

El presente trabajo fue dirigido hacia la solucién de un problema reciente y de gran
importancia en materia de inocuidad alimentaria y salud publica, abriendo la posibilidad

a nuevas investigaciones, considerando:

- La purificacion y aislamiento del principio activo de los extractos de las cascaras

de nuez que presentan la actividad antibacteriana contra Salmonella spp.

- Probar diferentes concentraciones del formulado en contra de Salmonella en el
modelo alimenticio, siempre y cuando las concentraciones no alteren

negativamente las caracteristicas organolépticas del modelo.

- Probar el formulado en contra de una cepa nativa, aislada de melon Cantaloupe

contaminado.

- El efecto que ejerce el formulado sobre la microbiota comun del modelo

alimenticio y su vida de anaquel.

- El efecto que ejerce el formulado sobre otros microorganismos deteriorantes de

la calidad del producto.
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