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1. RESUMEN

Como alternativa para el aprovechamiento de los excedentes generados del cultivo de platano, se
realiz6 una investigacion cuyo objetivo principal fue valorar el efecto antimicrobiano de la nisina
contra la supervivencia de mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales los cuales pueden
afectar la calidad y conservacion de la harina de platano elaborada de manera artesanal, de tal
forma que la nisina en conjunto con unas buenas practicas de manufactura garanticen la
obtencion de un alimento inocuo, seguro, nutritivo y con grandes beneficios para la salud. El
estudio fue de tipo experimental y analitico donde la poblacién objeto de estudio fue la harina de
platano elaborada segin la metodologia descrita por Garcia y Ramirez con algunas
modificaciones anteriormente estandarizadas, la muestra correspondié a 20 unidades muéstrales
de 100g de harina de platano. A cada muestra de harina se le determind la carga microbiana
inicial (harina sin nisina), segun la metodologia descrita en el manual de técnicas de andlisis para
el control de calidad de alimentos para consumo humano (INVIMA) y segun lo reglamentado
por el Ministerio de Salud Colombiano en la Resolucién No. 11488 del 1984. Posteriormente a
las harinas de platano con y sin nisina, secadas al aire libre y en el laboratorio, se les determind
mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales, luego de 24 y 48 horas de incubacion, segun lo
reglamentado en la resolucion anteriormente mencionada. Se utilizo un disefio completamente al

azar (DCA) con arreglo factorial de 2x2x6 y 3 repeticiones para un total de 20 unidades
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experimentales donde los factores que intervinieron fueron: las condiciones de secado (aire libre
y laboratorio), modo de adicion de la nisina a la harina (por inmersién y directa) y los tiempos de
incubacién (24 y 48 horas). Los resultados fueron analizados a través del software estadistico
Graph Pad Prism 6. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA), aplicando la prueba de
Shapiro-Wilk, para determinar si los datos eran de tipo paramétricos. Posterior a esto, se aplicé la
Prueba t de Student, para determinar diferencias significativas cuando los datos eran
paramétricos, y el test U Mann Whitney y test de Kruskal-Wallis cuando los datos eran no
paramétricos. Es importante destacar que la nisina adicionada por inmersion tuvo un efecto
significativo contra la supervivencia de los microorganismos en estudio hasta las 24 horas de
incubacion, sin embargo mostré una mayor efectividad sobre coliformes fecales al inhibir el

crecimiento de estos a las 48 horas de incubacion.

Palabras claves: Nisina, harina de platano, excedentes, conservacion, mesofilos aerobios,

coliformes totales y coliformes fecales.
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2. ABSTRACT

As an alternative to the use of surpluses generated from banana cultivation, an investigation was
conducted whose main objective was to evaluate the antimicrobial effect of nisin against the
survival of aerobic, total and fecal coliforms, which may affect the quality and conservation of
the Banana meal made in a handmade way, in such a way that nisin, together with good
manufacturing practices, guarantee a safe, nutritious and safe food with great health benefits. The
study was of an experimental and analytical type, where the study population was plantain flour
elaborated according to the methodology described by Garcia and Ramirez with some
modifications previously standardized, the sample corresponded to 20 sample units of 100g of
banana meal. The initial microbial load (flour without nisin) was determined in each sample of
flour according to the methodology described in the manual of analysis techniques for food
quality control (INVIMA) and as regulated by the Ministry of Food Colombian Health in
Resolution No. 11488 of 1984. Subsequently to the banana meal with and without nisin, dried
outdoors and in the laboratory, were determined aerobic, total and fecal coliform mesophiles,
after 24 and 48 hours of incubation , As regulated in the aforementioned resolution. A
completely randomized design (DCA) with factorial arrangement of 2x2x6 and 3 replicates was
used for a total of 20 experimental units where the factors involved were: drying conditions (free
air and laboratory), mode of addition of nisin to The flour (by dipping and direct) and the

incubation times (24 and 48 hours). The results were analyzed using the Graph Pad Prism 6
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statistical software. An analysis of variance (ANOVA) was performed, applying the Shapiro-
Wilk test, to determine if the data were of the parametric type. Subsequently, the Student's t test
was applied to determine significant differences when the data were parametric, and the U Mann
Whitney test and the Kruskal-Wallis test when the data were non-parametric. It is important to
note that the nisin added by immersion had a significant effect against the survival of the
microorganisms under study until the 24 hours of incubation, nevertheless showed a greater

effectiveness on fecal coliforms by inhibiting the growth of these to the 48 hours of incubation.

Key words: Nisin, banana meal, surplus, conservation, aerobic mesophiles, total coliforms and

fecal coliforms.
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3. INTRODUCCION

De acuerdo con la FAO (2014), las pérdidas y desperdicios de alimentos impactan la
sostenibilidad de los sistemas alimentarios, poniendo en riesgo la seguridad alimentaria. Entre
los impactos negativos de este fendmeno, la FAO menciona la reduccion de la disponibilidad
local y mundial de alimentos, lo que genera un impacto negativo en la salud y la nutricion de las

personas.

En Colombia, la oferta disponible de alimentos para consumo humano es de 28 millones de
toneladas al afio (FAO, 2014). Sin embargo, no toda la comida destinada al consumo humano se
aprovecha. A lo largo de la cadena alimentaria se generan pérdidas y desperdicios de alimentos.
Esto obedece a diversas razones, desde plagas, decisiones de produccién, cambio climatico,
carencia de logistica y tecnologia, deficiencias en infraestructura y capacidad, hasta malos
canales de distribucién y cadenas de mercado, malos habitos de consumo vy falta de coordinacion
estratégica entre los sectores privado y publico (Departamento Nacional de Planeacion DNP,
2016). EIl cultivo de platano en Colombia no es ajeno a esta situacion pues en la cadena
productiva del platano gran parte del fruto es desperdiciado en cada temporada de cosecha. En
primer lugar, son desperdiciados debido al dafio o deterioro de la fruta durante la operacion de
cosecha, asi como durante el manejo, poscosecha y almacenamiento; por otro lado se producen

pérdidas cuando la produccion supera la demanda real y por altimo son eliminados del mercado
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cuando en su distribuciéon algunos platanos no cumplen con el tamafio estdndar comercial
establecido (Huang, 2013). Ahora bien, cuando el fruto no cumple con los criterios de calidad
para su exportaciéon como son tamafio y peso, se presenta una sobre produccion del mismo,
provocando saturaciones en el mercado nacional y por ende pérdidas post cosechas por su vida
atil relativamente corta al no contar con medios y condiciones de almacenamiento adecuado

(Alduvin, Duarte, & Quintana, 2006).

La problematica anterior, en los Gltimos afios ha planteado la necesidad de buscar alternativas de
industrializacion que garanticen por un lado el aprovechamiento de este rubro y al mismo tiempo
prolongue su vida atil (Alduvin, Duarte, & Quintana, 2006). Una alternativa para lograrlo es
mediante la implementacidn de algunas técnicas de transformacion del fruto como lo es la harina

de platano (Corporacion Colombia Internacional, 2000).

En este caso es importante resaltar que el consumo de platano el cual es la base fundamental de
esta harina es recomendable en casos de artritis, gota o Ulceras, pues ayuda a neutralizar y a
disolver los acidos retenidos en el cuerpo, principalmente el drico, el fosforico y el sulfarico.
(Canto y Castillo, 2011). La pulpa de platano posee una excelente fuente de potasio el cual
beneficia a los masculos, ya que ayuda a mantener su buen funcionamiento y evita los espasmos
musculares, ayuda a disminuir la presion arterial y también reduce el riesgo de accidentes
cerebrovasculares. Contiene vitaminas A, Bg, C y D, dando beneficios especialmente a los
huesos y musculos del cuerpo humano y ayudando a mejorar el humor en personas con depresion

y sindrome pre-menstrual. La fibra natural de los platanos también puede contribuir a los muchos
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beneficios para la salud como intestinos sanos, salud cardiovascular, proteccion contra golpes,
proteccion de Ulcera, mejorar la presion arterial, puede aumentar el estado de &nimo, aumentar la

energia y ayuda a reducir la retencion de liquido (Kumar y Bhowmik, 2012).

La harina de platano posee muchas caracteristicas que la hacen atractiva desde el punto de vista
nutricional y funcional, ya que en ella se conserva gran parte de los componentes del platano,
destacandose los minerales como potasio calcio y fésforo y vitamina tales como la A y del
complejo B (Rodriguez y Pérez, 2015). Algunos autores afirman que este alimento es un
ingrediente potencial en la elaboracion de productos con carbohidratos de bajo indice glucémico
al determinar en ésta un alto contenido de almidon resistente y fibra (Juarez et al 2006). Estos
dos componentes aportan muchos beneficiosos para la salud por sus efectos fisioldgicos en el
organismo como disminucidon del tiempo de transito intestinal, reduccion de glucosa en sangre y

consecuentemente, la cantidad del nivel de colesterol (Soto, 2010).

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que esta agro-transformacion del platano al igual que
otras, esta concentrada en actividades artesanales o ancestrales y de pequefias agroindustrias;
donde el producto es elaborado mediante diversas técnicas y equipos rudimentarios y sin
controles de proceso, obteniendo, en su gran mayoria, productos de baja calidad y de corta vida
atil, pero de gran aceptacion y consumo (Flores, 2013). A esto se le suma que todos los
alimentos son sistemas complejos de gran riqueza nutritiva y por tanto sensible al ataque y
posterior desarrollo de microorganismos (bacterias, hongos y levaduras). En todos ellos hay

siempre una determinada carga microbiana, la cual debe ser controlada al punto de que no
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sobrepase ciertos limites establecido por las respectivas normas que rigen dicho alimento, y a
partir de los cuales comienza a producirse el deterioro del producto con la consecuente pérdida
de su calidad y aptitud para el consumo. Por otra parte, existen microorganismos patdégenos que
producen enfermedades y cuya presencia es por tanto indeseable y hace extraordinariamente

peligroso su consumo (Serna 'y Lépez, 2010).

Este hecho ha generado que hoy dia, los aditivos alimentarios jueguen un papel fundamental en
la industria alimentaria a la hora de mantener las cualidades y caracteristicas que exigen los
consumidores, haciendo que los alimentos continGen siendo seguros, nutritivos y apetecibles en

su proceso desde el "campo a la mesa"(The European Food Information Council, 2006).

La nisina es un aditivo ampliamente utilizado en la industria alimentos que actia como
conservante, inhibiendo la reproduccion de microorganismos de descomposicion como las
bacterias de putrefaccion del acido lactico, lo cual hace que se prolongue la duracion y se
mantenga la calidad del producto. Esta, se ha venido utilizando cada vez mas como intervencion
primaria para desactivar o inhibir la proliferacion de microorganismos patdégenos de los
alimentos como Listeria, Estafilococos y Micobacterias, asi como las bacterias productoras de
esporas Bacillus y Clostridium, lo que contribuye a aumentar la inocuidad de los alimentos
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura/ Organizacion

Mundial de la Salud - FAO/OMS, 2015).
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Internacionalmente la nisina es reconocida como un agente antimicrobiano bien definido para los
alimentos, de baja toxicidad y con una larga trayectoria de uso inocuo, su utilidad actualmente
esta aprobado en una amplia variedad de productos alimentarios, como quesos y productos de
quesos, postres lacteos, conservas de hortalizas y sopas y productos de panaderia en diversos
paises del mundo. La nisina es eficaz contra las bacterias Gram positivas y también se ha
demostrado su eficacia contra bacterias Gram negativas cuando se aplica con el sistema de la
tecnologia de barreras (aplicacion simultanea de varios procesos u obstaculos) en pro de la
inocuidad y conservacion de los alimentos (FAO/OMS, 2015); también existen estudios donde
ha mostrado buena efectividad contra microorganismos aerobios y coliformes totales en quesos
elaborado a partir de leche pasteurizada (Lépez, 2010). Su estabilidad es 6ptima con un pH 3; el
proceso de coccion, especialmente con un pH elevado o neutro, puede dar lugar a una

descomposicion considerable de la nisina (FAO/OMS, 2015).

En este estudio se evalud el efecto antimicrobiano de la nisina contra el crecimiento y la
supervivencia de microorganismos deterioradores y patégenos como mesofilos aerobios,
coliformes totales y fecales en harina de platano, se planted que la nisina es un antimicrobiano de
baja toxicidad que puede responder a la necesidad de mejorar la calidad microbioldgica de la
harina de platano y favorecer la comercializacion de un producto de excelente calidad,;
aprovechando asi las grandes propiedades nutricionales y funcionales de este alimento, las cuales
pueden contribuir a la prevencion de enfermedades crénicas como diabetes, hipercolesterolemia,

cancer de colon y por tanto mejorar la seguridad alimentaria del pais..
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Valorar el efecto antimicrobiano de la nisina contra la supervivencia de mesofilos

aerobios, coliformes totales y fecales en harina de platano.

4.2 Obijetivos especificos

e Caracterizar bromatoldgica y microbioldgicamente la harina de platano.

e Determinar la carga microbiana de mesdéfilos aerobios, coliformes totales y fecales en
harina de platano elaborada en diferentes condiciones (secada al aire libre y en el

laboratorio.

e Evaluar la efectividad antimicrobiana de la nisina adicionada en diferentes etapas de
elaboracion de la harina de platano (por inmersién y directa) contra la supervivencia de los

microrganismos en estudio.

e Establecer si la nisina es un agente inhibidor del crecimiento de mesofilos aerobios,

coliformes totales y fecales en harina de platano.
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5. MARCO TEORICO

5.1 CONSERVANTES

Es una sustancia 0 mezcla de sustancias, distintas a la materia prima basica de un producto, que
se encuentra en éste como resultado de cualquier fase de su produccién, tratamiento,
almacenamiento o envasado. A aquellos conservantes que se afladen a un producto
concretamente para evitar que se alteren o contaminen, se les han dado la denominacién de
conservantes quimicos. Los conservantes pueden inhibir a los microorganismos por dafiar su
membrana celular, o por obstaculizar la actividad de sus enzimas 0 sus mecanismos genéticos
(Avila y Fonseca, 2008). La velocidad de deterioro microbiolégico no solo depende de los
microorganismos presentes, sino también de la composicion quimica del producto y del tipo de
carga microbial inicial. Los antimicrobianos son compuestos quimicos afiadidos o presentes en
los alimentos que retardan el crecimiento microbiano o inactivan a los microorganismos y por
lo tanto detienen el deterioro de la calidad y mantienen la seguridad del alimento (Rodriguez,

2011).

5.2 BACTERIOCINAS

Las bacterias acido lacticas han sido utilizadas por muchos afios como conservantes en la

industria de alimentos, ya que promueven la produccion de sustancias antimicrobianas como el
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acido lactico, el etanol, el dioxido de carbono, el benzoato y sustancias proteicas denominadas
bacteriocinas. Estas ultimas se han utilizado como bioconservantes en alimentos desde la
década de los 80°s, ya que contribuyen favorablemente en la preservacion de éstos por su
capacidad para inhibir el desarrollo de microorganismos patdgenos o alterantes presentes en las
materias primas, y que podrian convertirse en la flora predominante de algunos productos
fermentados. El desarrollo de estos microorganismos acido lacticos, y la ausencia de patégenos
o alterantes, contribuyen favorablemente en la preservacion de los alimentos permitiendo
reducir el uso de conservantes quimicos y suavizar los tratamientos a los que se someten los

alimentos procesados, sin que esto afecte su calidad y seguridad.

En los dltimos 30 afios, tanto la comunidad cientifica como el sector industrial, han presentado
un creciente interés en las bacteriocinas. Se han desarrollado diversas investigaciones en torno
a su deteccion, produccion, purificacion, forma de accién, caracterizacion bioquimica,
propiedades bactericidas, microorganismos inhibidos o sensibles y aplicacién con éxito en la

bioconservacion de alimentos (Agudelo et al., 2015).

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por un gran numero de bacterias,
incluyendo las bacterias del grupo é&cido lacticas (BAL). Normalmente actlan contra
microorganismos no deseados, estrechamente relacionados o responsables del deterioro de
alimentos y causantes de enfermedades. Por esta razon, se utilizan en varias aplicaciones, como
la biopreservacién, la extension de la vida Gtil, la accion antimicrobiana clinica y para el control

de fermentaciones (Marcos et al., 2013). El término “bacteriocinas” fue propuesto por primera
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vez por Jacob y colaboradores en 1953 para referirse a las sustancias proteicas con actividad
antimicrobiana de origen bacteriano; luego, en 1976 Tagg y colaboradores las definieron como
un grupo de sustancias antimicrobianas de origen bacteriano, caracterizadas por poseer un
componente proteico biolégicamente activo y por ejercer un modo de accion bactericida. No
obstante, se tienen reportes que la primera bacteriocina fue identificada por Gratia en 1925,

como una proteina antimicrobiana producida por Escherichia coli (Agudelo et al., 2015).

Las bacteriocinas comprenden un grupo grande y diverso de proteinas o péptidos
antimicrobianos sintetizados ribosémicamente, algunos de los cuales presentan modificaciones
post-traduccionales, que tienen un efecto bacteriocida o bacteriostatico en otras bacterias, ya
sean de la misma especie (espectro estrecho) o de otros generos (espectro amplio). La célula
productora sintetiza una molécula que la inmuniza contra la propia bacteriocina. La produccion
ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la
misma, guardando relacion directa con la biomasa producida. Estos péptidos son producidos
por varias especies bacterianas, donde son de particular interés para la industria alimentaria las
que provienen de Bacterias Acido Léacticas (BAL) que tienen el estatus de Qualified
Presumption of Safety (QPS), ya que estos microorganismos son considerados como Seguros
para la salud, gracias a que sus metabolitos han sido consumidos en alimentos fermentados por
innumerables generaciones sin que se detectaran efectos adversos en la poblacion. Dentro de
este grupo, se ha estudiado especialmente el género Lactobacillus, por su capacidad para la

bioconservacion de los alimentos (Agudelo et al., 2015).
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La sintesis de las bacteriocinas se produce, generalmente, cuando las bacterias que las
sintetizan se encuentran en situaciones de estrés. Como es habitual en las rutas metabdlicas de
los microorganismos, la sintesis de las bacteriocinas también depende del ecosistema, pH,
potencial de oOxido-reduccion, cantidad de nutrientes, fase de crecimiento, temperatura y
oxigeno disponible. Asi mismo, son inactivadas por enzimas como la tripsina y la pepsina, las
cuales al encontrarse en el tracto digestivo no permiten que las bacteriocinas alteren la
microbiota existente en él (Marcos et al., 2013). Existen numerosas bacteriocinas producidas
por las BAL, cada una tiene espectros de inhibicién particulares, caracteristica que es
aprovechada en la industria de los alimentos para utilizarlas en diversas aplicaciones. Algunas
se utilizan en procesos que requieren la inhibicién del crecimiento de bacterias indeseables
especificas, estrechamente relacionadas al productor de la bacteriocina, y en otros casos se
aplican para inhibir el crecimiento de microorganismos degradadores de alimentos o de
patégenos como Staphylococcus y Listeria, respectivamente. Las bacteriocinas pueden ser
empleadas en alimentos mediante la adicion del microorganismo productor, 0 una preparacion
de éstas, como una barrera adicional cuando se pretende la preservacion por métodos

combinados (Agudelo et al., 2015).

5.2.1 Clases de bacteriocinas

Muchas de las bacteriocinas de las bacterias &cido lacticas, son moléculas catidnicas,
hidrofobicas o anfifilicas, compuestas de 20 a 60 aminoacidos. Estas bacteriocinas son

clasificadas comunmente en 3 clases: La clase I, incluye a péptidos pequefios (< 5 kDa), activos
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a nivel de membrana, que contienen aminoéacidos inusuales como lantionina (Lan), o-
metillantionina (MeLan), deshidroalanina y deshidrobutirina, formados en modificaciones post-
traduccionales. Estas bacteriocinas son Ilamadas lantibidticos y se dividen en dos subgrupos
atendiendo a su estructura y modo de accidn. Los lantibioticos de tipo A se caracterizan por ser
péptidos flexibles y cargados positivamente, que actian a nivel de membrana. A este tipo
pertenece la nisina, la méas estudiada de todas las bacteriocinas producidas por las bacterias
lacticas. Los lantibidticos de tipo B, tienen una estructura secundaria mas rigida, son péptidos
globulares que actdan inhibiendo algunas de las reacciones enzimaticas de la célula Diana,
(Soto, 2014). La clase Il de las bacteriocinas, también llamadas no lantibidticos, son péptidos
con un peso molecular menor a 10 kDa, son estables al calor y contienen 21 amino&cidos
regulares que no sufren modificaciones postraduccionales, se divide en 3 subgrupos: clase lla,
I1b y lic. En la clase Ila se encuentran péptidos como la pediocina que contienen una secuencia
consenso —Tyr Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys- y es uno de los grupos que abarca mas atencién por
su actividad anti-Listeria. La clase Ilb incluye bacteriocinas que requieren un sistema de dos
péptidos diferentes para ejercer actividad antimicrobiana. La clase llc contiene los péptidos
restantes de esta clase y corresponden a bacteriocinas secretadas por el sistema sec-dependiente
(Pérez, 2012). Y la clase Ill, denominadas bacteriolicinas, incluye péptidos cuyo peso
molecular es mayor a 30 kDa y son termolabiles, por lo que tienen menos interés para
tecnologias alimentarias. Su mecanismo de accion es distinto en comparacion con el resto de
las bacteriocinas, y se basa en la catélisis e hidrolisis de la pared celular de las células sensibles,

(Soto, 2014).
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En cuanto a los mecanismos de inhibicion utilizados por las bacteriocinas, la formacion de
poros en la membrana citoplasmica de células sensibles parece ser un mecanismo de accion
comun, presentado por las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas. La estructura de
estos péptidos, a-helice o B-laminar, formaria dos caras, una hidrofilica y otra hidrofébica
creando oligbmeros que atravesarian la membrana formando poros, en los que el lado apolar de
la molécula se situaria proxima a los lipidos de la membrana, y el lado polar miraria al centro
del poro. Como consecuencia se observa, en general, una pérdida de iones K, ATP vy, en
algunos casos aminoacidos y moléculas pequefias. La pérdida de estas sustancias origina a su
vez una pérdida del potencial de membrana, consumo de las reservas energéticas celulares,
descenso en la sintesis de ADN, ARN y proteinas, originando finalmente la muerte celular,

(Véasquez, Suarez y Zapata, 2009).

5.2.2 Nisina

Es un péptido lantibidtico cargado positivamente, capaz de unirse a membranas
citoplasmaticas. La nisina contiene 34 residuos de aminoacidos y tiene un peso molecular de
3,4 kD, presenta un pH acido 6ptimo de 2 a 5, por lo que es estable en condiciones acidas, se
produce por algunas cepas de Lactococcus lactis. Se han estudiado dos grupos de nisina, Ay Z,
diferenciadas por el aminoacido del residuo 27, el grupo A contiene Histidina, mientras que el
B tiene Asparagina, sin embargo no presentan diferencias en su poder antimicrobiano, (Soto,
2014). El modo de accion de la nisina es una union inicial a la membrana bacteriana por

atraccion electrostatica entre los lipidos cargados negativamente y la carga positiva localizada,
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fundamentalmente, en uno de los extremos de la bacteriocina (extremo C-terminal de la nisina).
A continuacion se produce una insercion de las bacteriocinas en la bicapa lipidica por su
extremo N-terminal, esto origina una desestabilizacion y permeabilizacion de la membrana
citoplasmatica que da origen a la formacion de poros transitorios o canales ionicos, que causan
la disipacion o reduccion de la fuerza motriz de la célula (pérdida de iones) debido a la
interaccion con los lipidos anidnicos que constituyen la pared celular de todos los
microorganismos Gram positivos; estos iones son necesarios para la produccién de energia y
sintesis de proteinas o acidos nucleicos en la bacteria, sin los cuales eventualmente muere,
(Pérez, 2012). También se ha encontrado que bacterias Gram negativas, que usualmente son
insensibles a la accién de la nisina, pueden ser sensibilizadas mediante la adicién de agentes
quelantes que afectan la integridad de la membrana externa, y permiten el acceso de la

bacteriocina a la membrana citoplasmética (Agudelo et al., 2015).

La nisina es un antibacteriano ampliamente utilizado como conservador de alimentos, debido a
su potente actividad bactericida contra una gran variedad de bacterias que deterioran los
alimentos, principalmente Grampositivas como Listera monocytogenes, Clostridium botulinum
y Bacillus cereus. (Soto, 2014). Aunque se dice que la nisina no tiene actividad contra bacterias
gran negativa, existen estudios donde esta ha mostrado buena efectividad contra
microorganismos aerobios y coliformes totales en quesos elaborado a partir de leche

pasteurizada (Lopez, 2010).

Algunas ventajas que presenta la nisina son (Pérez, 2012):
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e Al ser de naturaleza proteica, es inactivada facilmente por enzimas proteoliticas del tracto
gastrointestinal, entre las que conviene citar las de origen pancreatico (tripsina y alfa-
quimiotripsina) y gastrico (pepsina) caracteristica que hace de estos metabolitos
bacterianos, sustancias seguras para ser incluidas como biopreservantes de los alimentos,
puesto que serian inactivadas durante su paso por el tracto gastrointestinal sin ser
absorbidos como compuestos activos y sin causar, por tanto, los riesgos relacionados con el

uso de antibioticos (Vasquez et al, 2009).
e Marcada termorresistencia, lo que le permite conservar su actividad antimicrobiana.

e Amplio espectro antimicrobiano frente a diversas bacterias Gram positivas patégenas o

deterioradoras y algunas Gram negativas.
e Por ser la mas caracterizada, es de facil manipulacion genética y la Unica comercial.

e No presenta toxicidad su ingestion, ni contribuye con olor, color o sabor al producto

alimenticio.

Pese al reporte de aplicacion de la nisina como bioconservante para alimentos, fue hasta 1968
gue una comision conjunta de la Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion -
FAO y la Organizacion Mundial de la Salud — OMS, aceptd su empleo, indicando que la dosis
aceptable podria ser superior a los 0,125 mg/Kg, (Agudelo et al., 2015). Es la unica
bacteriocina incluida en la lista positiva de aditivos alimentarios, Codex Alimentarius; en su

norma estandar para quesos, la nisina puede ser usada a una concentracion de 12,5 mg/kg, en
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tanto que para productos carnicos, aves de corral y de caza, en productos tratados térmicamente
enteros o en piezas, se permite hasta 25 mg/kg, y para embutidos se tiene establecido un

maximo 7 mg/kg, (Comisién del Codex Alimentarius, 2015)

5.3 EL PLATANO

5.3.1Taxonomia del platano

Los platanos son plantas comprendidas dentro de las Monocotileddneas. Pertenecen a la familia
botanica Muséaceae y ésta al orden Scitamineae. La familia Muséceas esta constituida por los
géneros Musa y Ensete. En esta seccidn, las especies silvestre Musa acuminata y Musa
balbisiana son las més importantes porque por hibridacion y poliploidia dieron origen a los
platanos cultivados (Vasquez, Romero y Figueroa, 2005). EI método moderno de clasificacion
de los platanos comestibles fue ideado por Simmonds y Shepherd (1955) quienes tomaron en
cuenta que estos frutos se originaron de dos especies silvestres como M.acuminata colla

(genoma A) y M. balbisiana colla (genoma B).

5.3.2 Caracteristicas y definicion del platano

El platano, “posee una fruta de produccion asexual directa, con un fruto largo encorvado,
blanco, que se da en forma de racimo” (Componente de Agronegocios-Programa MIDAS,
2009), la fruta es generalmente cilindrica con tres angulos pronunciados, se consume en

diversos estados de madurez y de ello depende su sabor entre otras caracteristicas (Herrera,
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2011). La planta es una herbacea perenne gigante, con rizoma corto Yy tallo aparente, que resulta
de la unién de las vainas foliares, conico y de 3,5-7,5 m de altura, terminado en una corona de
hojas (Componente de Agronegocios-Programa MIDAS, 2009). Segun el Instituto Colombiano
de Normas Técnicas y Certificacion (ICONTEC, 1976) se define por platano todos los frutos

procedentes de cualquier variedad del género Musa (NTC 1190).

5.3.3 Variedades de platano

El cultivo de platano en Colombia se desarrolla en todo el territorio nacional, desde el nivel del
mar hasta 2000 m.s.n.m., por lo que es considerado como de gran importancia socioeconémica
como generador de empleo en el sector rural. Existen mas de 30 variedades de musaceas de
coccion (platano) cultivadas en todas las zonas agroecoldgicas del pais, los principales centros
productivos de platano se concentran en la region andina que contribuye con el 50% de la
produccién nacional, y en menor volumen en las regiones Caribe, Pacifico y Orinoquia
(Galeano y Aguirre, 2012). Las variedades mas cultivadas a nivel nacional son el dominico
hartén, el dominico, el hartdn, el pelipita y el cachaco o popocho y su distribucion geogréafica
depende de las condiciones agroecoldgicas a las cuales se adaptan las distintas variedades. Asi,
el platano harton se cultiva en las zonas calidas ubicadas entre 0 y 1.000 msnm, como en los
Llanos Orientales y en la Costa Atlantica, esta variedad es la de mayor aceptacion en los
mercados nacional e internacional; el dominico hartdn se cultiva en las regiones ubicadas entre
los 1.000 y 1.600 msnm, principalmente en la zona central cafetera; Dominico en las zonas

ubicadas entre los 1.200 hasta los 2.000 msnm. El platano cachaco se cultiva principalmente en
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las regiones donde se producen los platanos dominico harton y dominico y el platano pelipita
en los Llanos Orientales. Por lo general, estas dos Ultimas variedades se orientan al consumo de
cada region. De las variedades cultivadas comercialmente en el pais, los platanos harton y
dominico harton presentan el mayor potencial para el procesamiento, debido a que el clima
calido en el cual se producen favorece el desprendimiento de la céascara, labor que resulta
bastante dispendiosa al procesar el producto (Ministerio de Agricultura y Desarrollo rural, 2005
y Corporacion Colombia Internacional, 2000). En general el platano se desarrolla en los climas
denominados como medio y célido, cuyas temperaturas varian entre 18 a 22 °C y 22 a 38 °C,
son los mejores para el cultivo de los clones méas conocidos. La precipitacion requerida es de
1800 a 3600 mm al afio bien distribuidos. Requiere luminosidad solar alta y vientos moderados,
ya que vientos muy frecuentes ocasionan rompimientos de hojas y volcamiento de las plantas.
En cuanto a los suelos dptimos para el desarrollo del cultivo estan aquellos con buen drenaje,
profundos, con buen contenido de materia orgénica, con textura franca, buena fertilidad y pH

de 6.5 a 7.0 (Camayo, 2015).

5.3.4 Composicion quimica y nutricional del platano

La composicion quimica del platano va a depender del estado de madurez en el cual se
encuentre la fruta. En estado verde o maduro, el platano presenta un 67-75% de humedad, 1%
de proteina, 0.3-0.5% de lipidos, 20-30% de carbohidratos totales, 0.5% de fibra total y 1% de
cenizas (Tabla 1). Alcanza aproximadamente un contenido energético de 4Kcal/g (Chavez y

col., 1992; Tobin y Muller, 1998).
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Tabla 1. Composicién quimica platano en su estado verde y maduro

Componentes (g)

Tipo platano
Agua Azlcares  Almidon Fibra Proteina Grasa
dietaria
Platano de postre 75.1 20.9 2.3 3.1 1.2 0.3
(maduro)
Platano de coccion 67.5 5.7 23.7 2.3 1.1 0.3
(verde)

Fuente: (Holland et al., 1991)

5.3.5 Composicion nutricional del platano por cada 100 g de pulpa

El almiddn es el carbohidrato predominante en el fruto verde, mientras que en estado maduro
presenta mayor contenido de azucares invertidos. A medida que la fruta madura, el polisacérido
se hidroliza por la accion de las amilasas y mediante otros sistemas enzimético se sintetiza
sacarosa Yy fructosa que se encuentran cuando llega la maduracién, razén por la cual el platano
maduro es mas dulce que el verde (Baudi, 1993). La fibra en la pulpa del fruto tiene bajas
concentraciones y no cambian su concentracion durante la maduracion. El &cido predominante
del platano es malico y en menor proporcion citrico y oxalico cuyos niveles se incrementan
pasando del estado verde con 0.7 % a 1.5 % en estado maduro (Cay6n et al, 2000). La pulpa del
platano como muchos frutos es susceptible al pardeamiento cuando se expone al oxigeno,
fendmeno relacionado con niveles de antioxidantes (polifenoles); el pardeamiento enzimatico

en los tejidos ha sido atribuido a la actividad de la polifenol oxidasa (PFO) responsable del
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desarrollo de un color café por oxidacién de los mismos (Garcia, Giraldo, Hurtado y Mendivil

2006).

5.3.6 El platano en la agroindustria alimentaria

En la industria del platano, el 40% de los frutos se desperdicia en cada temporada de cosecha.
El fendmeno de los residuos del platano pasa a lo largo de toda la cadena de suministro, desde
la produccidén agricola hasta el consumo final. En primer lugar, los platanos se desperdician
debido a los dafios o el deterioro de la fruta durante la operacion de cosecha, asi como durante
el manejo poscosecha y almacenamiento; por otro lado se producen pérdidas cuando la
produccién supera la demanda real y por ultimo son eliminados del mercado cuando en su
distribucion algunos platanos no cumplen con el tamafio estandar comercial establecido
(Huang, 2013). De los 96 millones de toneladas métricas de platano producido,
aproximadamente el 20% del desperdicio se debe a razones tales como el tamafio de la fruta,
dafos del fruto durante la cosecha y el transporte, y una cierta parte se pierde por el mal
almacenamiento del fruto. Méas de la mitad de estos desperdicios son platanos verdes los cuales
son ricos en almidon resistente, (Huang, 2013). Los métodos para hacer uso de los residuos o
excedentes del platano son limitados, la forma mas comdn es utilizar como fertilizantes para
plantas ya que es rico en fésforo y potasio, y ayuda en el crecimiento de las plantas. Otra forma
de utilizar los residuos de banano es convertirlos como biocombustible para la generacion de
energia alternativa la cual es una estrategia sostenible para el mantenimiento de la integridad

del medio ambiente. Una tercera manera de utilizar los excedentes del platano es como
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alimento para animales, asi como para la “elaboracion de productos procesados tales como
snaks, con destino a la fabricacion de almidones, harinas, hojuelas y cereales; igualmente, para

la produccion de almidones y harinas” (Huang, 2013).

5.4 GENERALIDADES DE LAS HARINAS

La diversificacion de usos de harinas distintas a la del trigo para panificacion se ha desarrollado
recientemente con el fin de reducir costos. Ademas, la elaboracion de harinas permite conservar
materias primas, los productos resultantes pueden ser conservados por varios meses. Las
harinas son alimentos ricos en carbohidratos cuya funcion principal es proporcionar la energia
que necesita el organismo para su funcionamiento y para que pueda llevar a cabo todas las
actividades diarias. Las harinas forman parte del grupo de alimentos energéticos y ocupan un
papel importante en el contexto de una alimentacion bien balanceada, siendo su aporte

alrededor del 55 % del total de las calorias que una persona debe consumir (Jiménez, 2012).

Dentro del grupo de las harinas se encuentran los tubérculos, como la papa, la arracacha y la
yuca, los platanos, los cereales, como el trigo, la avena, la cebada, el centeno, maiz y el arroz, y
las leguminosas como frijol, garbanzo y lentejas; que poseen una importante cantidad de

carbohidratos, ademas de proteinas (Zuleta, 2004).
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5.4.1 Caracteristicas organolépticas

Las harinas deben ser suaves al tacto; al cogerla con la mano debe tener “Cuerpo” pero sin
formar conglomerado, pues esto nos indicara que es una harina con bastante humedad. No debe
tener mohos, ni estar rancia, ya que esto indicaria que son harinas viejas 0 que estan mal
conservadas (Jiménez, 2012). Si una harina tiene un sabor amargo, suele ser de semillas
adventicias, y si tiene sabor dulce, puede contener harina de trigo germinado (Jiménez, 2012).
Una buena harina debe ser: color marfil o crema, libre de mohos, sin olores anormales, debe ser

suave al tacto y por ultimo no tener acidez, amorgo o dulzon.

Por lo tanto, las condiciones generales para tener una harina normal son:

e Estar en perfectas condiciones (color, sabor, olor)
e Proceder de materias primas que no estén: Alteradas, adulteradas y contaminadas.
e Estar exenta de; Gérmenes patdgenos, toxinas y microorganismos perjudiciales

(bacterias, mohos). No sobre pasar limites de plagas.

5.5 HARINA DE PLATANO

La harina de platano presenta caracteristicas quimicas y fisicas distintas a la del trigo, tal como
una alta concentracion de almiddn; por lo que puede ser una buena fuente de energia en la
alimentacion y aprovechada a nivel mundial. El uso de la tecnologia de panificacién para el uso

de la harina de platano puede tener el sentido muy ambicioso, ya que se ha demostrado que el
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almidon de platano es poco digerible por el estémago por su alto contenido de fibra y almidon
resistente (Juarez et. al, 2006). La harina de Platano es un producto 100% natural, elaborado a
base de platano organico, un polvo de color blanco parduzco, de facil digestion y susceptible a la

humedad, tiene fécil coccion (90° C en 8 minutos).

Tabla 2. Composicion quimica de la harina de platano.

Composicion nutricional de harina de platano verde

Parametro 9% Parametro g%
Humedad 9.45 Fibra cruda 1.65
Proteina 3.32 Ceniza 2.10
Lipidos 2.45 Carbohidratos 81.03

Fuente: Soto, 2010.

5.5.1 Beneficios de la harina de platano

La harina de platano es un producto importante de considerar para ser industrializado, con el fin
de utilizarse en la produccion de concentrado animal y otros productos que se podrian
desarrollar para consumo humano. La harina de platano es uno de los alimentos mas

equilibrados, ya que contiene todos los grupos de vitaminas y nutrientes, es muy rica en
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hidratos de carbono y sales minerales, como: calcio orgénico, potasio, fosforo, hierro, cobre,
fldor, yodo y magnesio. También posee muchas vitaminas, como la Vitamina A, del complejo
B, como la tiamina, riboflavina, pirodoxina y ciancobalamina y, vitamina C. Su gran riqueza en
vitamina C, combinada con la del fdésforo, resulta ideal para el fortalecimiento de la mente

(Jiménez, 2012).

Es importante destacar que el platano verde, el cual constituye la base de ésta harina, tiene un
alto contenido de almidon, denominado almidon resistente definido como la suma de almidones
y productos de degradacion del almidon que no se absorben en el intestino delgado de
individuos sanos. Los almidones resistentes no son digeridos en el intestino delgado y la
ingesta ha permitido establecer algunas implicaciones fisiologicas estimulando el crecimiento
de cierta microbiota del intestino grueso que genera biomasa y produce &cidos grasos de cadena
corta como el butirato, que reducen el pH, éste a su vez estimula la produccion de mucus y

facilita el transito intestinal (Jiménez, 2012). .

Garcia Suarez (2001), elabor6 harina precocida con platano macho verde para preparar alimentos
para bebé, galletas, panes, pastas y bebidas refrescantes ademas de utilizarse como materia prima
para producir jarabe de glucosa y fibra, y de ese modo diversificar el consumo del fruto para
contribuir a mejorar la calidad nutricional de la poblacién. Concluy6 que una fraccion de este
almiddn es resistente, como ya se habia mencionado su principal caracteristica es que no es
degradada por las enzimas digestivas del hombre y junto con la fibra soluble del fruto,

contribuyen a bajar los niveles de colesterol e indice glicémico (cantidad de glucosa en la sangre
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después de la comida), previniendo el riesgo de diabetes y enfermedades cardiovasculares,
ademaés de mejorar el trénsito intestinal y reducir el riesgo de enfermedades del Colon (Jiménez,

2012).

Juérez et al (2006) estudiaron la digestibilidad de un pan elaborado con harina de platano al
100%, ellos concluyeron que este producto podria ser recomendado en dietas especiales (por
ejemplo personas con diabetes y obesidad), debido a que produjo una respuesta glucemia in
vitro y presento altos contenidos de almiddn resistente y fibra. La harina de platano verde seria
de interés como una posible fuente de importancia para la alimentacion, debido a que esta
harina puede presentar atractivas caracteristicas quimicas y funcionales (Pacheco et al, 1998;

Wahiszewski et at, 2003; Juarez et al, 2006).

5.6 ALIMENTO FUNCIONAL

El concepto de alimento funcional, fue propuesto por primero vez en Japon en la década de los
80 refiriéndose a aquellos alimentos procesados los cuales contiene ingredientes que ademas de
cumplir su funcion nutricional tienen un efecto benéfico en las funciones fisiologicas del
organismo humano (Jiménez, 2012). Debido a que los alimentos funcionales representan un
concepto mas que un conjunto bien definido de productos alimenticios, 1999 en el Documento
de Consenso del proyecto de la Union Europea referido a la Accion Concertada sobre Ciencia

de los Alimentos Funcionales en Europa (FUFOSE) propuso lo siguiente:
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“Un alimento puede considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente que ejerce un
efecto benéfico sobre uno o mas funciones selectivas del organismo, ademas de sus efectos
nutritivos intrinsecos, de tal modo que resulte apropiado para mejorar el estado de salud y
bienestar, reduce el riesgo de enfermedades, o ambas cosas. Los alimentos funcionales deben
seguir siendo alimentos, y se deben demostrar sus efectos en las cantidades normalmente se
consumen en la dieta. No se trata de comprimidos ni capsulas, sino los alimentos que forman

parte de un régimen normal”.

5.6.1 Beneficios de los alimentos funcionales

Muchas de las enfermedades cronicas estan estrechamente relacionadas con la dieta
alimenticia. Se ha observado que el consumo de alimentos con alto contenido de grasa saturada,
baja en carbohidratos complejos y con pocos micronutrientes, combinada con una vida
sedentaria, esta directamente relacionado con un aumento en la incidencia de enfermedades
como la obesidad, hipertension, problemas cardiovasculares, osteoporosis y cancer. Todas estas
enfermedades causan incapacidad en las personas y aumentan los costos de los servicios de
salud publica. Es por esto que se ha incrementado la necesidad de producir alimentos para la
prevencion y control tanto de la “deficiencia” como de “excesos” y el concepto de alimento

funcional, asociado a los desarrollos tecnoldgicos tiene mucho que aportar (Jiménez, 2012).
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5.7 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

De acuerdo con el decreto 3075 (1997) se considera como alimento Todo producto natural o
artificial, elaborado o no, que ingerido aporta al organismo humano los nutrientes y la energia
necesarios para el desarrollo de los procesos biologicos. Quedan incluidas en la presente
definicion las bebidas no alcoholicas, y aquellas sustancias con que se sazonan algunos

comestibles y que se conocen con el nombre genérico de especia.

Ahora bien, los alimentos son sistemas complejos de gran riqueza nutritiva y por tanto sensible
al ataque y posterior desarrollo de microorganismos (bacterias, hongos y levaduras). En todos
ellos hay siempre una determinada carga microbiana, la cual debe ser controlada al punto de
gue no sobrease ciertos limites establecido por las respectivas normas que rigen dicho alimento,
y a partir de los cuales comienza a producirse el deterioro del producto con la consecuente
pérdida de su calidad y aptitud para el consumo. Por otra parte, existen microorganismos
patdgenos que producen enfermedades y cuya presencia es por tanto indeseable y hace
extraordinariamente peligroso su consumo. El andlisis microbiolégico se realiza entonces con
vistas a identificar y cuantificar los microorganismos presentes en un producto asi como
también constituye una poderosa herramienta en la determinacion de la calidad higiénica
sanitaria de un proceso de elaboracion de alimentos, lo que permite identificar aquellas etapas

del proceso que puedan favorecer la contaminacion del producto (Serna y Lopez, 2010).
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El analisis microbiologico en la industria de los alimentos constituye una herramienta basica
para el control de la materia prima, procesos, productos y manipuladores, ya que permite
establecer el grado de contaminacion bioldgica de estos, por esta razon el control
microbioldgico es parte fundamental en la industria de alimentos (Alonzo L. y Poveda J. 2008).

Los principales objetivos del analisis microbioldgico son:

1. Asegurar que el alimento cumpla con las normas estatuarias.

2. Que se ajuste a normas internas establecidas por la empresa que lo procesa y las exigidas
por el comprador.

3. Que las materias primas que llegan a la planta para ser procesadas cumplan las normas
exigidas.

4. Que se mantenga el control del proceso y la higiene de la linea de fabricacion.

Los microorganismos utilizados en la industria de alimentos para la de determinacion de la

calidad e inocuidad de los mismos son:

5.7.1 Mesofilos aerobios

Este grupo de microorganismos crecen a una temperatura éptima de 20 a 45°C, siendo la
minima de 15 a 20°C, y la méaxima de casi 45°C. La mayoria de los microorganismo pertenecen
a esta categoria, casi todos los agentes patdogenos humanos son mesofilos, como es de esperar,
pues la temperatura corporal humana es, casi de forma constante, de 37°C (Prescott, 2004). Es

el grupo més grande de indicadores de calidad de los alimentos.
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El nimero de microorganismos mesoéfilos aerobios encontrados en un alimento ha sido uno de
los indicadores microbioldgicos de calidad mas comunmente utilizado; esta determinacién
permite obtener informacién sobre la alteracion incipiente de los alimentos, su probable vida
atil, la descongelacion incontrolada de los alimentos o los fallos en el mantenimiento de las

temperaturas de refrigeracion (Alonso y Poveda, 2008).

A este tipo de microorganismos se les encuentra en alimentos almacenados a temperatura
ambiente o en alimentos refrigerados cuando se ha roto la cadena de frio. Recuentos altos en
alimentos estables a menudo indican materias primas contaminadas o tratamientos no
satisfactorios desde el punto de vista sanitario (Bufiay y Peralta, 2015). Un recuento bajo de
mesofilos aerobios no asegura la ausencia de patdgenos o sus toxinas, de la misma manera un
recuento elevado no significa presencia de microbiota patdgena (ICMSF, 2000; Prescott et al.,

1999).

5.7.2 Coliformes

Este grupo de microorganismos comprende varios géneros de la familia Enterobacteriaceae,
capaces de fermentar la lactosa, estan ampliamente difundidos en la naturaleza, agua y suelo.
También son habitantes normales del tracto gastrointestinal del hombre y animales de sangre
caliente. Las bacterias coliformes son capaces de fermentar la lactosa a 35°C con produccion de
gas. Dentro de los coliformes totales se pueden distinguir dos tipos, por un lado estan los

coliformes fecales (CF), que provienen del tracto intestinal de animales de sangre caliente y que
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serian los mejores indicadores de riesgo de afecciones humanas, y por otro lado existe otro
grupo de coliformes que son residentes naturales en el suelo y agua (Madigan et al., 2004;
Perdomo et al, 2001). Su presencia en alimentos representa mala calidad higiénica en el
proceso, falta de higiene en los manipuladores o recontaminacion después del proceso. Estas si
bien no son generalmente patdgenas, son indicadores de presencia de microorganismos
potencialmente patdgenos y por lo tanto son un indice de deficiencia sanitaria (Perdomo et al,

2001).

5.8 PANORAMA DE LAS ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

(ETA)

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), las ETA abarcan un amplio espectro de
dolencias y constituyen un problema de salud publica creciente en todo el mundo. La
contaminacion de los alimentos puede producirse en cualquier etapa del proceso que va de la
produccion al consumo de alimentos (“de la granja al tenedor") y puede deberse a la
contaminacion ambiental, ya sea del agua, la tierra o el aire. Las dificultades econdmicas que
enfrentan los paises del tercer mundo conllevan un deterioro de las condiciones
socioecondmicas en las poblaciones de bajo ingreso y de las que habitan en las areas rurales,
promoviendo un creciente movimiento migratorio hacia los centros urbanos. Situacién que
Colombia ha tenido que sufrir desde hace unas décadas, donde la situacion de violencia y
pobreza aumenta cada vez mas la incidencia de etas. La limitada oferta de trabajo de las

grandes ciudades como Bogota, Cali, Medellin, Barranquilla entre otras, junto a la falta de
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capacitacion calificada y las necesidades de supervivencia, llevan a algunas poblaciones a
buscar alternativas para obtencidén de ingresos, una de las cuales es el comercio informal,
incluida la venta de alimentos. Dicha actividad es caracteristica del estilo de vida en la mayoria
de los paises de Latinoamérica y constituye un factor socioecondmico importante. A pesar de
las ventajas conocidas del comercio informal de alimentos, durante su elaboracion coloquial,
los alimentos son preparados por personas con poca capacitacion en la correcta manipulacién

de los alimentos y por lo general lo hacen en condiciones precarias de higiene (Muriel, 2008).

Las ETA afectan principalmente a la poblacién de escasos recursos econémicos, a nifos,
mujeres embarazadas y ancianos. Las eta constituyen el problema de salud publica maés
extendido en el mundo, la regién latinoamericana experimentd al menos 6.000 brotes de
diversos tipos de enfermedades de origen alimentario entre 1993 y 2002 segun las cifras
ofrecidas por la organizacion de las naciones unidas para la agricultura y la alimentacion (FAO)
y la organizacion mundial de la salud (OMS). Estos brotes, junto a un nimero mayor de casos
aislados de enfermedades provocadas por los alimentos o el agua, causaron en la region unas
57.000 muertes en 2004 (subdireccion de vigilancia y analisis del riesgo en salud publica

(SVCSP) — instituto nacional de salud (INS), 2010).

En Colombia en la semana epidemioldgica 43 de 2016, se notificaron al SIVIGILA 384 casos
de eta, 289 de esta semana, 95 de semanas anteriores notificados de manera tardia; para la
misma semana del 2015 se notificaron 171 casos. A la fecha han ingresado al SIVIGILA 7 707

casos de enfermedades transmitidas por alimentos; se confirmaron por clinica 4.607 casos, se
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relacionaron a algin agente etioldgico 1.673 y estan en estudio 1.427 para su clasificacion final.
Por procedencia Bogota, Antioquia, Arauca, Narifio, Boyac4, Chocd, Barranquilla y cesar
registran el 73,0 % de los casos. El 51,5 % de los casos de enfermedades transmitidas por
alimentos se registrd en el sexo masculino; el 18,8 % de los casos se registraron en el grupo de

10 a 14 afios (SVCSP-INS, 2016).
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6. METODOLOGIA

6.1 MATERIALES Y METODOS

6.1.1 Tipo de estudio

Experimental y analitico.

6.1.2 Poblacién y muestra

La poblacion objeto de estudio fue la harina de platano elaborada en el Laboratorio de
Investigacion del Programa de Bacteriologia de la Facultad Ciencias de la Salud, Sede Central
de la Universidad de Cordoba- Colombia. La muestra correspondié a 20 unidades muéstrales
de 100g de harina obtenida de los platanos seleccionados de acuerdo a los criterios de inclusién

establecidos.

6.1.3 Criterios de inclusién

e Platanos en estado verde, definida por la Norma Técnica Colombiana 1190.

e Platanos provenientes de cultivos libre de plagas y/o enfermedades que pudieran afectar

la calidad del producto final.

e Platanos pertenecientes a la variedad Harton (Musa AAB Simmonds).
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6.2 LOCALIZACION

La investigacion fue realizada en el laboratorio de Anélisis de Alimentos, en la sede de
Berastegui de la Universidad de Cordoba, Colombia, a 8° 31 de longitud norte y 75° 58 de
latitud oeste del meridiano de Greenwich, con una temperatura promedio de 29°C, humedad
relativa 86% y 20 m.s.n.m., y en el laboratorio de Microbiologia del Programa de Bacteriologia
de la Facultad Ciencias de la Salud, Sede Central de la Universidad de Cdrdoba, Monteria,
Colombia, a 8°45" de latitud norte y 75°53" de longitud oeste con una altitud de 18 metros

sobre el nivel del mar y temperatura promedio de 28°C (Instituto Geografico Agustin Codazzi).

6.3 PROCEDIMIENTO

6.3.1 Seleccion de la materia prima

Para la seleccion de los platanos se tuvieron en cuenta los criterios de inclusién anteriormente

mencionados.

6.3.2 Elaboracién de la harina de platano

Para la obtencion de la harina de platano se utiliz6 la metodologia descrita por (Garcia y
Ramirez, 2012) con algunas modificaciones anteriormente estandarizadas, en la cual se realizo

el siguiente tratamiento quimico, para asi conservar las caracteristicas fisicas del producto:

e Metabisulfito 0.01% + acido citrico 0.5% (tratamiento quimico T1)
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e Solucion de nisina al 1% (tratamiento microbioldgico T2)

Para cada ensayo se tomaron 15 platanos de acuerdo a los criterios de inclusion anteriormente
establecidos y se lavaron con abundante agua, luego con la ayuda de un cuchillo y un rebanador
manual, previamente esterilizado, se pelaron y cortaron rodajas de aproximadamente 0.3 cm de
espesor respectivamente, que caian en un recipiente de aluminio igualmente esterilizado;
seguidamente se pesaron dos cantidades iguales de rodajas de 300g y dos de 500g,
posteriormente se sumergieron por separadas en la primera solucion (T1) durante 5 minutos.
Trascurrido este tiempo se retiraron de dicha solucion y se colocaron sobre una malla de
plastico hasta su escurrimiento; inmediatamente se sometié una parte de las rodajas (solo las de
300g) a un tratamiento con nisina (T2), luego se distribuyd cada cantidad de rodajas (300g y
500q9) por separado sobre unas bandejas de aluminio y/o vidrio disefiadas para el secado de las
mismas; este secado se llevo a cabo en 72 horas mediante dos formas (aire libre y laboratorio).
Una vez secadas las rodajas se molieron con un molino esterilizado marca “CORONA” y se
tamiz6 la harina a un tamafio de particula de 0.05 cm y por ultimo tanto la harina con
tratamiento con nisina y sin éste se almacenaron en bolsas herméticas hasta su uso posterior en

la investigacion.

Los tratamientos realizados a la harina de platano fueron:

Harina de platano con nisina adicionada por inmersién n solucion: Luego de escurrimiento

de las rodajas se tomaron cada una de las porciones de rodajas de 300g y se sumergieron por
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separado en una solucion de nisina al 1% (tratamiento con nisina) durante 20 minutos y se
siguid con el protocolo establecido por Garcia y Ramirez, 2012 para la elaboracion de la harina

de platano.

Harina de platano con nisina adicionada directamente en la harina: Una vez elaborada la
harina de platano sin tratamiento con nisina se pesaron 100g de ésta y se le adiciond
directamente a la harina 25mg de nisina por cada kg (Pérez, 2012) y se mezcl6 por 10 minutos

para asegurar una distribucion uniforme de la nisina.

Secado al aire libre: Luego de que se distribuyeron las rodajas en las bandejas, tanto las
rodajas sometidas o no al tratamiento con nisina se secaran al aire libre protegidas con una caja
elaborada con malla de platico disefiadas de tal forma que se asegure el paso del aire y la luz

solar pero disminuya el riesgo de contaminacion fisica.

Secado en el laboratorio: Luego de que se distribuyeron las rodajas en las bandejas, tanto las
sometidas o no al tratamiento con nisina se dejaran secar en el laboratorio en un lugar

controlado disminuyendo asi la contaminacion de las rodajas.

Para el control se utiliz6 harina de platano sin ningln tratamiento microbioldgico.

6.4 ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA HARINA DE PLATANO

Una vez elaborada la harina de platano se le realizo un analisis bromatologico para determinar

su composicion quimica y nutricional, de la siguiente manera:
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Tabla 3. Parametros a determinar en analisis bromatolégico y métodos.

Parametro a determinar Método
Humedad Estufa (AOAC 977.11)
Proteinas Kjeldahl (AOAC 955.04)
Grasas Método de Soxhlet (AOAC 920.39)
Carbohidratos Diferencia de los deméas componentes
Cenizas Calcinacion en Mufla (AOAC 942.05)
Fibra Digestion in vitro (acido-base) (AOAC 962.09)
AOAC, 1987.

Todos los procedimientos que se utilizaron para este analisis son metodologias normalizadas de
la Associaton of Official Analitycal Chemists (AOAC). La determinacion del contenido de
carbohidrato total se realizd por diferencia de los demés componentes. EIl analisis

bromatoldgico se le realizé a la harina de platano control sin ningin tratamiento con nisina.

6.5 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DE LA HARINA DE PLATANO

A la harina de platano elaborada se le realiz6 la determinacion del nimero de microorganismos
mesofilos aerobios, utilizando el método de recuento en placa; para el caso de coliformes
totales y fecales, se utilizo la técnica de nimero més probable (NMP), teniendo en cuenta lo

establecido en el manual de técnicas de andlisis para control de calidad microbioldgico de
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alimentos para consumo humano y segin lo reglamentado por el Ministerio de Salud
Colombiano en la Resolucién No. 11488 de 1984. Este recuento se utilizé como referencia y se
compar6 con los recuentos de harina de platano con y sin nisina, para asi determinar si hubo

disminucidn de la carga microbiana inicial.

6.6 VALORACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA NISINA FRENTE A
LA SUPERVIVENCIA DE MESOFILOS, COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN

HARINA DE PLATANO.

La harina de platano con y sin nisina, secada al aire libre y en el laboratorio fueron
almacenadas en bolsas herméticas a temperatura ambiente, transcurridas 24 y 48 horas se
evalud el crecimiento de mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales segin la metodologia
descrita en el manual de técnicas de analisis para el control de calidad de alimentos para
consumo humano (INVIMA) y segln lo reglamentado por el Ministerio de Salud Colombiano

en la Resolucion No. 11488 de 1984.

6.7 DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial de 2x2x6 y 3
repeticiones para un total de 20 unidades experimentales, donde intervienen los siguientes
factores: condiciones de secado al elaborar la harina (aire libre o laboratorio); el modo adicion a

la nisina a la harina al sumergir las tajadas de platano en la solucion acuosa de nisina o
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adicionando directamente est& en la harina ya terminada y los tiempos de incubacion, 24 y 48

horas. De lo anterior se obtuvieron las siguientes variables:

e Harina de platano sin nisina secada al aire libre.

e Harina de platano con nisina adicionada por inmersion secada al aire libre.

e Harina de platano con nisina adicionada directamente en la harina secada al aire libre.

e Harina de platano sin nisina secada en el laboratorio.

e Harina de platano con nisina adicionada por inmersién secada en el laboratorio.

e Harina de platano con nisina adicionada directamente en la harina secada en el

laboratorio.

6.8 VARIABLES E INDICADORES

6.8.1 Variables Independientes

Condiciones de secado (aire libre y laboratorio), tipos de tratamiento (harina de platano con
nisina y sin nisina), y tiempos de incubacion para crecimiento de microorganismos (24 y 48

horas).

6.8.2 Variables Dependientes

Crecimiento de mesofilos, coliformes totales y fecales.
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6.9 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Los resultados fueron analizados a través del software estadistico GraphPad Prism 6 y
presentados en un documento con el andlisis y la interpretacion de los mismos. Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA), aplicando la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si los
datos eran de tipo paramétricos. Posterior a esto, se aplicé la Prueba t de Student, para
establecer si existen diferencias significativas entre los tratamientos en estudio para el caso de
datos parameétricos, asi mismo se utilizo el test U Mann Whitney y test de Kruskal-Wallis para

detectar diferencias significativas cuando los datos eran no paramétricos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PROCESO DE ELABORACION DE LA HARINA DE PLATANO

Se elabor6 la harina de platano de color blanco parduzco con un tamafio de particulas de
0.05cm; en su elaboracion las rodajas fueron sometidas a dos formas de secado, al aire libre
mediante la luz solar simulando el proceso de elaboracion que se realiza de forma artesanal y
ancestral y a temperatura ambiente del Laboratorio en un lugar controlado y restringido
dispuesto para tal fin, simulando el proceso de elaboracion semi-industrial de la harina de
platano; con el fin de establecer diferencias entre los distintas formas de secado con base a la

caracterizacion microbioldgica de la harina de platano elaborada.

7.2 CARACTERIZACION BROMATOLOGICA Y MICROBIOLOGICA DE LA

HARINA DE PLATANO ESTUDIADA

7.2.1 CARACTERIZACION BROMATOLOGICA DE LA HARINA DE PLATANO.

En la tabla 4 se observan los valores obtenidos del analisis bromatologico realizado a la harina
de platano estudiada, en ella se puede notar un alto porcentaje de humedad (14.77%) la cual
contribuye al detrimento de las condiciones de calidad y conservacion del producto, facilitando

asi el ataque de bacterias, mohos y levaduras; cabe destacar que este valor puede ser atribuible
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a la metodologia implementada para la obtencidn de la harina. Este resultado concuerdan con lo
hallado por Alduvin, Duarte, y Quintana (2006) en un estudio donde la humedad promedio de

20 muestras de harina de platano analizadas fue de 13.3% con una desviacion estandar de 1.4.

Los valores encontrados en este estudio en cuanto a proteinas, cenizas y fibras son similares a
los reportados por Ayala, Rivas, y Zambrana (2003) los cuales encontraron valores de 3.94%,
2.63% y 1.60% respectivamente. Para el caso del porcentaje de humedad estos autores
contrastan con lo hallado en este estudio, ya que establecen un valor de 3.8%. Asi mismo otras
investigaciones llevadas a cabo en harina de platano (Umafa, Lopera y Gallardo, 2013)
reportan un valor de humedad de 8,28%. En cuanto al contenido de grasas y carbohidratos Soto
(2010), reporté valores mas altos a los encontrados en este estudio, siendo de 2.45% y 81.03%

respectivamente.

Tabla 4. Caracterizacion bromatol6gica de la harina de platano estudiada.

Parametro %09/g Parametro %0g/g
Humedad Bh 14.77 Grasa Bh 1.23
Cenizas Bh 2.20 Fibra Bh 1.47

Proteinas Bh 3.55 Carbohidratos 76.78

Laboratorios de analisis de alimentos de la Universidad de Cordoba segun el método de
la AOAC. Bh: Base humeda
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7.2.2 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DE LA HARINA DE PLATANO.

Las 20 muestras de harina de platano previamente elaborada en el Laboratorio de Investigacion
del Programa de Bacteriologia, fueron evaluadas para la determinacion de mesofilos aerobios,
coliformes totales y fecales. Las muestras de harina de platano elaboradas no cumplen con lo
establecido en la normatividad colombiana (Resolucién No. 11488 de 1984) con respecto a la

carga microbiana (Figura 1).

El 95% de las muestras analizadas secadas al aire libre y el 90% de las muestras secadas en el
laboratorio superan los recuentos permitidos para mesoéfilos aerobios. Se aisl6 coliformes
totales en el 90% vy el 65% de las muestras secadas al aire libre y en el laboratorio

respectivamente. En cuanto a coliformes fecales se detectd un 95% de estos en ambas muestras.

B Cumple ™ No cumple

100% - 90% 95% 90% 95%

80% 65%

60%

40%

20% 5%

0%
Mesofilos Coliformes Coliformes Mesofilos Coliformes Coliformes
| aerobios totales fecales| | aerobios totales fecales |

... I
Secada al aire libre Secada en el laboratorio

Figura 1. Harina de platano secada al aire libre y en el laboratorio que cumplen con los
parametros microbioldgicos de calidad establecidos en la Resolucién colombiana
11488/84.
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En la tabla 5 se pueden observar los recuentos minimos y maximos obtenidos de las harinas de

platano previamente elaboradas y los limites microbioldgicos establecidos por la Resolucion

11488 de 1984 para harinas crudas segun la legislacion colombiana.

Tabla 5. Caracterizacion microbiol6gica de la harina de platano estudiada.

Parametro Harina de Platano Harina de Platano Limites
Microbiologico secada al aire libre secada en el microbioldgicos
laboratorio segun  resolucién
11488/84
N Minimo Maximo Minimo Maximo M M
Recuento de 3 65.000 9.920.000 38.000 8.320.000 200.000  300.000
Mesofilos UFClg UFC/g UFC/g UFC/g
NMP de 3 19-1.100 >1.100 9.1-21 460- 43 150
Coliformes Totales >1.100
NMP de 3 <3-53 290- <3-160  460- <3 -
Coliformes Fecales >1.100 >1.100

En cuanto a las formas de secado de las rodajas y la posterior elaboraciéon de la harina de

platano estudiada se muestra una diferencia significativa en el recuento de mesofilos aerobios

(Figura 2), y por ende un crecimiento inferior en la harina de platano secada en el laboratorio

(3.533.800 UFC/g) en comparacion con la harina secada al aire libre (6.127.350 UFC/g), esto

se puede deber al grado de contaminacion al cual es expuesta esta ultima harina. Para el caso de

los coliformes totales y fecales no se muestra una diferencia significativa entre ambas formas

de secado (tabla 6).
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Estos resultados difieren con lo reportado por Lépez y Carvajal (2012), en un estudio donde los
recuentos de mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales en harina de banano estuvieron
por debajo de los limites permisibles que contempla la norma colombiana (Resolucion
11488/84) tanto en los analisis que se realizaron el dia de la obtencién del producto como en la
determinacion que se hizo el dia 90. Esta diferencia probablemente se debe al grado de
industrializacion con que fue elaborada la harina y a las temperaturas que se utilizaron para el
secado de las rodajas, ya que como se mencioné anteriormente la harina de platano utilizado
para este estudio no fue sometida a ningln tratamiento de secado puesto que fue elaborada de

forma artesanal.

1.5x107 -
0.0079
I
T o
O -
L
=
5x10F -
0 |
Recuento Recuento
Inicial AL Inicial LAB
Formas de secado

Figura 2. Mesofilos aerobios. Mejor forma de Secado Laboratorio Vs Aire libre.
AL: Aire Libre, LAB: Laboratorio
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Tabla 6. Mejor forma de secado: Coliformes totales y fecales

Recuento Parametro Media/ + DES P valor
inicial
Aire Laboratorio
libre
Coliformes 2097 1642 0,1847
totales +767,5 +1085
Hor
OHoras ™ iformes 1610 1039 0,1205
fecales + 1108 + 1072

DES +: desviacion estandar.

7.3 VALORACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA NISINA CONTRA LA
SUPERVIVENCIA DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS,

COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN HARINA DE PLATANO.

7.3.1 Valoracion del efecto antimicrobiano de la nisina contra la supervivencia de

Mesofilos aerobios.

El crecimiento de microorganismos mesofilos aerobios de la harina secada al aire libre y en el

laboratorio se evidencia en las figura 3 y 4 respectivamente.

En ambas graficas se observa que los recuentos de mesofilos aerobios a las 24 horas de
incubacion son mayores que a las 48 horas de incubacion, este fendmeno puede deberse a la

baja actividad de agua que posee este alimento en el cual los microorganismos agotan
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rdpidamente el agua disponible para su proliferacion a tal punto que se ven obligados a reducir

su metabolismo y por ende su crecimiento y desarrollo exponencial.

La figura 3 refleja el comportamiento de mesofilos aerobios en la harina de platano secada al
aire libre durante las 24 y 48 horas de incubacion, en la cual no se evidencian diferencia
significativa entre los recuentos de las harinas de platano con y sin los tratamientos con nisina,
lo que indica que el efecto de la misma no fue efectivo contra la supervivencia de
microorganismos mesofilos aerobios. Lo anterior se puede demostrar estadisticamente al
observar los p valores de la tabla 7. Posiblemente este comportamiento obedece a la elevada
carga microbiana que posee esta harina en la cual la nisina no alcanza a abarcar en su totalidad

e inhibir el crecimiento de los microorganismos.

1=107

8>10°

6x10°

UFClg

4x10°

2>10F

Recuento| CNI CND CNI CND
Inicial

0 hrs 24 hrs 48 hrs

Tratamientos - Horas

Figura 3. Comportamiento de mesofilos aerobios en harina de platano secada al aire libre.
CNI: Con nisina adicionada por inmersion, CND: Con nisina adicionada directamente,
SN: Sin nisina
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Lo discutido anteriormente difiere con lo hallado por Castro et al. (2009) y Romero y Estrada
(2011) los cuales demostraron la efectividad de la nisina para inhibir el crecimiento de
mesdfilos aerobios en queso blanco elaborado con leche cruda y en filetes de carne de cerdo

respectivamente.

Tabla 7. Efecto de la nisina sobre el crecimiento de Mesdfilos aerobios en la harina de platano.

Secado Media/ + DES
Tiempo de
incubacion  Recuento SN CNI CND  Pvalor
inicial
6127350 7624400 5267400 6213500
0 Horas £3104283 +5030737 +3668556 +4521961 Ot
NA 7624400 5267400 6213500 .
+5030737 + 3668556 + 4521961
NA 7624400 5267400
24 Horas +5030737 +3668556 A 0,0986
NA 7624400 6213500 . o
+ 5030737 + 4521961
NA 5267400 6213500
Aire libre NA 3668556 +4501061 4719
6127350 6560800 4601000 5641800
+3104283 +5054735 + 3670663 +4262932
NA 6560800 4601000 5641800 .
+5054735 + 3670663 +4262932
NA 6560800 4601000  NA
48 Horas +5054735 + 3670663 0,1687
NA 6560800  NA 5641800
+ 5054735 £ 4260032 00379
NA 4601000 5641800
NA 3570663 +4262032 132
0 Horas 3533800 4333300 1983600 2977650  0,0335
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+ 2632229 +2660759 + 2011917 + 2737873
NA 4333300 1983600 2977650 0.0156
+ 2660759 + 2011917 +2737873 ’
NA 4333300 1983600
+ 2660759 + 2011917 NA 0,0032
24 Horas NA 4333300 2977650
+ 2660759 NA + 2737873 0,1206
Laboratorio
1983600 2977650
NA NA + 2011917 + 2737873 0,1986
3533800 3723100 2247850 2814600 0.2692
+ 2632229 + 3233407 + 2086278 =+ 2422694 ’
NA 3723100 2247850 2814600 0.2094
+ 3233407 +2086278 + 2422694 ’
NA 3723100 2247850 NA
48H + 3233407 + 2086278 0,0946
NA 3723100 2814600
+ 3233407 NA + 2422694 0,3210
NA 2247850 2814600
NA + 2086278 + 2422694 0,4328

SN: Sin nisina, CNI: Con nisina por inmersién, CND: Con nisina directa en la harina, DES
+: Desviacion estandar, NA: No aplica.

Por el contario, en la harina de platano secada en el laboratorio (figura 4 y 5) se muestra

claramente que la nisina adicionada por inmersién (CNI) durante las 24 horas de incubacion,

presentd una disminucion del recuento de microorganismos meséfilos aerobios (1.983.600

UFC/g) y una significativa reduccion con respecto al recuento inicial (3.533.800 UFC/qg) v al

recuento de la harina sin nisina (4.333.300 UFC/g), manifestandose solo hasta este periodo la

efectividad de la misma como agente inhibidor de dichos microorganismos ya que para las 48
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horas de incubacién la diferencia con el recuento inicial y el control (SN) no fue
estadisticamente significativa (tabla 7). Este comportamiento puede deberse al deterioro de la
nisina con respecto a la carga microbiana ya que probablemente para este entonces los
microrganismos la han agotado. Pese a todo esto se puede demostrar que a una menor carga
microbiana la nisina puede ejercer un efecto inhibidor significativo contra la supervivencia de

mesofilos aerobios.

Resultados similares han sido reportados por Chams (2013) en un estudio en el que se muestra
que la poblacion de mesofilos aerobios fue significativamente menor a lo largo del periodo de
almacenamiento en los quesos adicionados con nisina, confirmando asi el efecto
antimicrobiano de la misma sobre la poblacion de mesofilos. Asi mismo, investigaciones
realizadas por Guzmén et al (2014) en carne de cerdo han mostrado que la nisina a una
concentracion del 2% incorporada en peliculas comestibles de colageno reduce favorablemente
el crecimiento de microorganismos mesdéfilos aerobios ya que las muestras de carne sin pelicula
tuvieron mayor UFC/g de mesofilos aerobios que aquellas que si tenian pelicula con nisina en
el tercer dia. Por otra parte, las muestras de carne con pelicula con concentraciones al 0% de
nisina, fueron las muestras que mayor UFC/g presentaron en los primeros dos dias, debiéndose
a que la pelicula sin nisina no es una barrera eficiente para la inhibicion de estos

microorganismaos.
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Figura 5. Comportamiento de Mesofilos aerobios en la harina de platano secada en el
laboratorio, CNI: Con nisina adicionada por inmersién, CND: Con nisina adicionada directa,

SN: Sin nisina.
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Figura 4. Mesofilos aerobios en harina de platano secada en el laboratorio. Mejor

tratamiento (con nisina adicionada por inmersion/ 24 hrs) Vs Control (SN).
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Para el caso de la efectividad del modo de aplicacion de la nisina a la harina de platano y la
inhibicion del crecimiento de los microorganismos meséfilos aerobios se observa que
estadisticamente no hay una diferencia significativa entre los modos de aplicacion de la nisina
(por inmersion y directa), por lo que se deduce que para la inhibicion de dichos
microorganismos resulta igual adicionar la nisina por inmersién como directamente a la harina
(tabla 7).

8.3.2 Valoracién del efecto antimicrobiano de la nisina contra la supervivencia de

coliformes totales.

En las graficas 6 y 7, se muestra el comportamiento de coliformes totales en harina de platano
secada al aire libre y en el laboratorio, evaluados a las 0, 24 y 48 horas después de adicionar la

nisina por inmersion y directa en la harina.

Gréaficamente, al observar los recuentos a partir de las 24 horas de ambas harinas con nisina
adicionada por inmersion, se evidencian recuentos para la harina secada al aire libre de 1237
(NMP/g) y para la harina secada en el laboratorio de 798,8 (NMP/g), al comparar este recuento
con el obtenido en las harinas sin nisina (2162 y1927 NMP/g) respectivamente, con el recuento
inicial de (2097 y 1642 NMP/g) para ambos casos se nota una diferencia significativa (P
<0.05), presentado una notable disminucion de coliformes. Lo descrito anteriormente se puede
comprobar estadisticamente teniendo en cuenta la media y la desviacion estandar para cada
tratamiento con sus respectivos P valores en la tabla 8, destacando que la mejor combinacion de

los factores evaluados es la que incluye la nisina adicionada por inmersion a las 24 horas,
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presentando diferencias significativas (P <0.05) con el resto de las interacciones, demostrando

la efectividad de la nisina como agente inhibidor para este tipo de microorganismos.

2500
2000
on 1500
S——
o
=
= 1000 -
500
D =
Recuento | CHI CND SN CHI CND SN
Inicial
0 Hrs 24 Hrs 48 Hrs

Tratamientos- Horas

Figura 6. Comportamiento de Coliformes totales en harina de platano secada al aire
libre. CNI: Con nisina adicionada por inmersion, CND: Con nisina adicionada directa,

SN: Sin nisina.
2500 -
2000
= 1500 -
=
[+ B
=
= 1000
500 -
I]_
Recuento| CMI CND CHNI CND
Inicial
0O Hrs 24 Hrs 48 Hrs

Tratamientos - Horas

Figura 7. Comportamiento de Coliformes totales en harina de platano secada en el
laboratorio. CNI: Con nisina adicionada por inmersion, CND: Con nisina adicionada
directa, SN: Sin nisina.



Tabla 8. Efecto de la nisina sobre el crecimiento de Coliformes totales en harina de platano.

Tiempo de Media/ = DES
Secado incubacion R;er?ilétie;llto SN CNI CND P valor
0 Horas 2097 2162 1237 1748 0,0076
+7675 +732,9 +1040 +959,6
NA 2162 1237 1748 0,0137
+ 7329 +1040 +959,6
NA 2162 1237
+ 732.9 +1040 NA 00032
24 Rores NA 2162 NA 1748 0,1274
+732,9 +959,6 !
1237 1748
o NA NA #1040 +959,6 01462
Aire libre 2097 2162 1902 2097 0.4806
+7675  +732,9 +8315 +767,5 ’
NA 2162 1902 2097
+732,9 +8315 +767,5 0,3195
NA 2162 1902 NA
48 Horas +732,9 +8315 0,2351
NA 2097
2162 NA + 1
+732,9 7675
NA 2097
NA 8139105 + 04352
=095 7675
1642 1927 798.8 1466
0 Horas +1085  +971  + 1002 +1018 00167
NA 1927 7988 1466 0,0076
+971 +1002 +1018
24 Horas NA 33%1 + 7190862 NA 0,0034
NA 1927 NA 1466 01370

+971 + 1018




7988 1466
Laboratorio NA NA =+ 1002 +1018 00419
1642 1892
+1085 1978 1584 + 06123
18923  + 1142 9261
NA 1892
1978 1584 + 05079
£8923  + 1142 9261
48Horas NA 1978 1584 NA
£8923  + 1142 0,3275
NA 1892
e NA £ 08299
892, 926.1
1584 1892
NA NA  + 1142 +9261 03664

SN: Sin nisina, CNI: Con nisina adicionada por inmersién, CND: Con nisina adicionada

directa, DES =: desviacion estandar, NA: No aplica.
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Cabe destacar que la mejor manera de adicionar la nisina es por inmersiébn mostrando una

considerable reduccién en el crecimiento de los microorganismos a las 24 horas (1237 y 798,8

NMP/g) respectivamente, en cambio al adicionarla directamente en ambas harinas la carga

microbiana no disminuyo significativamente (1748 y 1466 NMP/g) resultando poco efectiva,

posiblemente esto se deba a que al adicionarla por inmersién ésta es absorbida de manera

homogénea por las tajadas de platano, lo que no ocurre al adicionarla directamente en la harina.

Moreno (2012), también demostré que el uso de una solucién de acido lactico y nisina que se

utilizé como medio de inmersion de la carne de pollo, contribuy6 a reducir la carga microbiana

de coliformes totales y tardar el tiempo de desarrollo de estos microorganismos dando un efecto

positivo debido a las condiciones del medio a las cuales fueron sometidas las muestras,



69

especificamente por la variacion del pH efecto provocado por el uso de &cido lactico y

temperatura de almacenamiento con la presencia de nisina.

Respecto al tiempo, el que resulto significativo (P <0.05) fue el de las 24 horas después de
adicionada la nisina en ambas harinas, probablemente esto se deba a lo mencionado para el
caso de mesofilos donde se evidencid el mismo comportamiento, refiriendo que el crecimiento
de los microorganismos es mayor a las 48 horas y la mayor parte de la nisina ya se ha gastado,
por ende no se logra inhibir esta carga microbiana tan alta. Al comparar estos recuentos con el
recuento inicial y el de la harina sin nisina, no se encuentran diferencias significativas para

ninguna de las harinas.

Aun evidenciandose este tipo de comportamiento, en ésta investigacion se demuestra que la
nisina resulto efectiva para inhibir el crecimiento de coliformes totales, mostrando diferencias
significativas a las 24 horas de ser adicionada por inmersién. Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Guzman et al., (2014), donde comprobaron que las muestras de carne
recubiertas con peliculas e incorporacion de nisina a diferentes concentraciones tuvieron
optimos resultados en la inhibicion de coliformes totales, en comparacion con las muestras que
no estaban recubiertas por la pelicula, ya que en cada uno de los dias de muestreo, los recuentos
de coliformes totales era mucho mayor en las muestras de carne sin pelicula que aquellas
recubiertas con pelicula y nisina. Dentro de las muestras de carnes con recubrimiento, las que
tenian pelicula con concentracion de nisina al 2% tuvieron resultados altamente significativos

ya que la inhibicién de coliformes totales fue total.
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Contrario a lo discutido, Villarroel (2006) valor6 la efectividad de tres tratamientos post-
pasteurizacién aplicados sobre salchichas tipo hot dog. Los tratamientos fueron: nisina, acido
lactico, nisina mas acido lactico y un testigo (sin antimicrobianos), al momento de evaluar los
conteos de coliformes totales, los tratamientos aplicados sobre la salchichas hot dog, fueron
estadisticamente iguales (P>0.05), demostrando la inefectividad de la nisina frente a estos

microorganismos.

Por otro lado, Lopez (2010), al igual que en ésta investigacion demostré la efectividad de la
nisina, prolongando el tiempo de vida util en queso fresco, utilizando cuatro diferentes
concentraciones de nisina, ésta se afiadio en quesos elaborados con leche cruda y leche
pasteurizada, donde se analizaron mesofilos aerobios y coliformes totales los cuales
disminuyeron un 99.2% y 98.5% respectivamente al afiadir 0.5gr de nisina por Kg de queso
elaborado con leche pasteurizada prolongando la vida atil del queso aproximadamente 4 dias

adicionales.

7.3.3 Valoracion del efecto de la nisina contra la supervivencia de coliformes fecales

En las gréficas 8 y 9, se muestra el comportamiento de coliformes fecales en harina de platano
secada al aire libre y en el laboratorio, evaluados a las 0, 24 y 48 horas después de adicionar la

nisina por inmersion y directa en la harina.
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Gréficamente, se evidencia que en cuanto a la harina secada al aire libre, la nisina resulto
efectiva a las 24 horas de ser adicionada de ambas maneras tanto por inmersion (452,1 NMP/qg)
como directa (977,5 NMP/g) mostrando una notoria reduccion de coliformes fecales al
compararla con los recuentos de las harina sin nisina (2033 NMP/g) y con el recuento inicial
(1610 NMP/qg), encontrandose una diferencia significativa (P <0.05); en cambio a las 48 horas
de adicionada la nisina sélo se presenta una diferencia significativa al adicionarla por inmersion
(405,2 NMP/g). En cuanto a la harina secada en el laboratorio solo, la nisina adicionada por
inmersion resulto efectiva dando recuentos a las 24 horas de 68,47 (NMP/g) y de 341,4
(NMP/g) a las 48 horas, mostrando una diferencia significativa (P <0.05) al compararlo con la
harina sin nisina (1074 NMP/g) vy con el recuento inicial (1039 NMP/g). Lo descrito
anteriormente se puede comprobar estadisticamente teniendo en cuenta la media y la desviacion

estandar para cada tratamiento con sus respectivos P valores en la tabla 9.
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Figura 9. Comportamiento de Coliformes fecales en harina de platano secada al aire libre.
CNI: con nisina adicionada por inmersién, CND: Con nisina adicionada directa, SN: Sin nisina.
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Figura 8. Comportamiento de Coliformes fecales en harina de platano secada en el laboratorio.
CNI: Con nisina adicionada por inmersion, CND: Con nisina adicionada directa, SN: sin nisina.



Tabla 9. Efecto de a nisina sobre el crecimiento de Coliformes fecales en harina de platano.

Tiempo de Media/ + DES
S d - -7
ecado incubacion  Recuento o CNI CND P valor
inicial
 Horas 1610 2033 4521 9775
+1108 +7931 +7430  +929 0
NA 2033 4521 9775
+7931 +7430  +929 0
NA 2033 4521
24 Horac £7931 +7430 A 0
2033 9775  0,0010
NA +7931  NA + 929
4521 9775
NA NA  +7430  +gp9 20278
Aire libre 1610 1917 405,2 1189 0
+1108 +8988 #6351  +1147
NA 1017 4052 1189
+8088 +6351  +1147 20002
NA 1017 4052 NA
48 Horas +8988  +635,1 0
NA 1017 NA 1189
+ 8988 s1147 00593
405 2 1189
NA NA +6351  +1147 0023
1039 1074 6847  640,0
0 Horas £1072  +1136 +1234 +8664 00
NA 1074 6847 6400
24 Horac +1136 +1234 +8664 0,0007
NA 1074 6847 . 00002

+ 1136

+1234
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A

Laboratorio NA NA iigfjé?l igggg 0,0048
sz sis ssoto siom 0%

i esern siom 00
%Y

NA iﬁgg NA 19140342 M

A Na ssern ok 006

SN: Sin nisina, CNI: Con nisina adicionada por inmersion, CND: Con nisina adicioada

directa, DES *: Desviacion estandar, NA: No aplica.

A diferencia de lo encontrado en coliformes totales, en éste caso la nisina fue efectiva tanto a

las 24 como a las 48 horas resultando mas potente al adicionarla por inmersion en la harina,

demostrando la efectividad de la nisina como agente inhibidor para este tipo de

microorganismos.

Estos resultados son contrarios a los reportados por Garcia y Marqués (2007) donde evaluaron

que los recuentos de coliformes totales y Escherichia coli (serotipos 0118 y O8) determinados

en las muestras de queso “telita” sin nisina no mostraron variacion alguna al compararlos con

los encontrados en las muestras de queso “telita” suplementadas con las dos concentraciones de
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nisina ensayadas, debido al espectro antimicrobiano de la nisina, el cual es considerado

estrecho al no inhibir flora gramnegativa (coliformes y E. coli), mohos y levaduras.

Arteaga et al., (2015), estudiaron el efecto de una pelicula de nisina en la vida util del queso
costefio, donde valoraron la supervivencia y crecimiento de coliformes fecales presentando una

disminucion a lo largo del tiempo, pero hubo un incremento inesperado el dia 10.

Resultados similares a los encontrados en ésta investigacion fueron reportados por Rodriguez
et al., (2005) donde al utilizar cultivos de Lactococcus productores de nisina y pediocina
encontraron un efecto inhibitorio de Escherichia coli (O57:H7) en quesos durante la
maduracion. De igual manera Gémez et al., (2013) evaluaron el efecto de diferentes
antimicrobianos naturales (nisina y lactatos) sobre la estabilidad de hamburguesas de carne de
res. Destacando que las hamburguesas adicionadas con antimicrobianos presentaron menor
incremento en el crecimiento de coliformes fecales en comparacion al testigo a lo largo del
tiempo de estudio evidenciando mayor control del crecimiento de Escherichia coli (P<0.05)
con el tratamiento de nisina, después de ocho dias en refrigeracion; Con el empleo de la nisina
también se logr6 controlar el crecimiento de las bacterias contaminantes naturales de la carne
en comparacion a los demas tratamientos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
presente estudio donde la nisina resulto efectiva contra la supervivencia de coliformes totales y

fecales.
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8. CONCLUSIONES

Mediante el desarrollo de la investigacion se puede concluir que:

e La harina de platano con nisina adicionada por inmersién presentd el mayor efecto contra

la supervivencia de los microorganismos.

e El incremento de la efectividad de la nisina adicionada por inmersion en la reduccion de
la supervivencia de los microorganismos se evidencié en los coliformes fecales (NMP/g)

tanto en la harina de platano secada al aire libre como en el laboratorio.

e La efectividad de la nisina contra coliformes totales se logré hasta las 24 horas de
incubacion cuando esta se adicionaba por inmersion, tanto en la harina de platano secada

al aire libre como en el laboratorio.

e La combinacion del modo de aplicacion de la nisina (inmersién), el tiempo de incubacion
(24 horas) y forma de secado de las rodajas para la posterior elaboracion de la harina de
platano fue el factor primordial que tuvo efecto sobre la supervivencia de mesofilos

aerobios.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar la capacidad de inhibicion de la nisina en harina de platano de origen industrial.

Realizar un estudio de la vida util de la harina de platano con y sin los tratamientos con
nisina.

Evaluar la capacidad de la nisina sobre Bacillus cereus.

Evaluar el efecto de la nisina conjuntamente con otras sustancias inhibitorias sobre el
crecimiento de mohos y levaduras, ya que estos microrganismos también afectan a este
tipo de alimentos.

Desarrollar campafias de capacitacion, que brinde informacion sobre la importancia de la
aplicacion de buenas practicas de manufactura en la elaboracion, almacenamiento y
manipulacion de la harina de platano, los cuales son elementos fundamentales para su

calidad e inocuidad.

e Dar a conocer los resultados de este proyecto a empresas destinadas a los procesos
agroindustriales para que implemente esta tecnologia novedosa y atractiva, que no solo
garantiza la calidad del producto, sino que ademas contribuye al mejoramiento de la

seguridad alimentaria del pais.
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ANEXOS



Control (Harina de platano sin Nisina)

A
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Anexo 1. Esquema de elaboracion de harina de platano

Seleccionar la materia prima (platanos)

\

Lavar con agua limpia

\,

Eliminar céscara

v

Inmersion en solucion (5 min): Metabisulfito 0.01% + &cido citrico 0.5%

v
Realizar rodaja

Inmersion en solucion de
Nisina al 1% (20 min)

Secar por 72 hs

\Z
v v
Aire libre (sol) T° Ambiente (Lab)
| |
Vv
Moler
\4
Tamizar
v Adicionar Nisina en polvo a la

harina de platano elaborada a
Harina de Platano ———> partir de las rodajas que no fueron
v sumergidas en la solucién de
. Nisina
Almacenar en bolsas herméticas

1
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Anexo 2. Esquema de determinacion de Mesofilos aerobios (Recuento en placa)

Control 24-48 hrs |« Harinade platano > Rto inicial: Ohrs

\Z

Pesar 10a

V AN N

90ml agua peptonada >B tm a 1m'>a<9ml agua peptonada
ooy

Tomar 1ml de cada dilucion

Agregar 15ml de agar plate count fundido

v
Incubar 35°C +/-2°C por 24 y 48hrs

v

Hacer recuento de las colonias en la

mayor dilucion a las 24 y 48 hrs




Anexo 3. Esquema de determinacién de Coliformes totales y fecales (NMP)

Control 24-48 hrs |« Harinade pldtano  >| Rto inicial: Ohrs
v

Pesar 10a

V ey g N

9ml agua

peptonada

90m| agua @ my
101 10
|

n
% Tomar 1ml de cada dilucion y adicionar en tubos con caldo
o
|_ )
% — VT
&
S
=
=
@)
D
© 1 2 3
L 10 10 10
= N
> 1 0
Incubar a 35°C+/-2°C por 48hrs
v
Determinar la presencia de turbidez, nata y/o produccién de gas
\ en la campana de Durham (positividad)
[
\Z

Realizar prueba confirmatoria

NMP: Numero Mas Probable
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Anexo 4. Esquema de determinacién de Coliformes totales y fecales (NMP)

NMP de Coliformes Fecales
v
Examinar si hay signos de positivad en los tubos inoculados

1 2 3
10 10 10
A 1 2

De los tubos positivos hacer siembra con un asa en caldo

lactosado bilis verde brillante e incubar a 44.5°C por 48hrs

1 2 3

A A
Determinar la presencia de turbldez, nata y/o produccion de gas

en la campana de Durham (positividad)

|
AV/4

De los tubos positivos hacer subcultivo en agar SIM y EMB, e

mcubar 24-48hrs

cultivo SIM
3 J :JI
Y

E. col: SIM indol (+) y EMB colonias verde con brillo metalico

Test de Mackenzie

EMB: Eosina Azul de Metileno
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