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RESUMEN

Cabrera Rodriguez, Narda Olivia. Maestria en Ciencias en Alimentos. Instituto
Tecnologico de Tuxtepec. “Conservacion de carne de res utilizando una pelicula
activa bicapa con quitosano y aceite esencial’. Director(a): M.C. Ernestina Paz
Gamboa, Co-Directores (as): Dra. Araceli Pérez Silva y Dra. Patricia Mendoza

Garcia.

La carne es un alimento perecedero debido a su composicion quimica, por este
motivo se han desarrollado métodos de conservacion para inhibir el crecimiento
microbiano en los alimentos con la finalidad de extender su vida util; como las
peliculas activas que liberan gradualmente agentes antimicrobianos incorporados
en la matriz biopolimérica. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de
una pelicula activa bicapa de quitosano (Qo) y aceite esencial de orégano (AEO) en
la conservacion de carne de res. Se utilizaron medallones de Top Sirloin crudo
caracterizandose fisicoquimicamente (analisis quimico proximal (AQP), pH,
capacidad de retencion de agua (CRA), color, dureza) y microbiolégicamente (S.
aureus, Salmonella, L. monocytogenes). Se elaboré la pelicula de quitosano con
aceite esencial de orégano al 3%y se evalud su efecto antimicrobiano contra Listeria
innocua; utilizando para la carne cruda un disefio factorial 22 teniendo como
factores: in6culo (1), pelicula (P) y vacio (V), y dos controles C-1(con-I) y C-2 (sin-
IPV). En carne asada se utilizé un disefio factorial 22 con factores: P y V. Ambos
tratamientos fueron almacenados a 5 °C durante14 dias. El tratamiento que obtuvo
maxima inhibicidon microbiana fue asado y evaluado utilizando una prueba de
aceptacion al consumidor. Los datos fueron analizados mediante un analisis de
varianza (ANDEVA). Se encontro que la carne cruda tenia un 74.79% de humedad,
proteina 22.65%, grasa 1.32% y cenizas 0.95%, pH 5.23, CRA 12.89 mL/100g
carne, dureza de 386.512 N. La cuenta inicial de L. monocytogenes fue de 5.99 log
UFC/g de; mientras Salmonella'y S. aureus se encontraron ausentes. Durante el
almacenamiento no se encontré diferencia entre los tratamientos C-IPV y C-IP; sin

embargo, fueron significativamente diferentes a C-1 encontrandose disminucion de
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humedad (5-6%), 2 mL/100 g de CRA, se mantuvo el color de la carne y el pH (5.3)
entre el dia 7 y 14; se redujo 3.28 log UFC/g de Listeriaen el dia 7 y 3.39 log UFC/g
en el dia 14. En carne asada C-PV inhibi6 5.41 log UFC/g de Listeria innocua en el
dia 7; esto se debe a los componentes de la pelicula. Se eligié C-PV (reduccién de
3.05 log UFC/qg) para la prueba al consumidor, obteniéndose 70% de aceptacion.
Se concluye que aplicando la pelicula de Qo con AEO (3%) en sirloin de res crudo
y asado disminuye la carga microbiana, se mantiene el pH y retiene el color de la
carne durante 14 dias sin tener efecto significativo el vacio aplicado al envasado.

Sensorialmente la carne fue aceptada por los consumidores.

Resumen
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ABSTRACT

Cabrera Rodriguez, Narda Olivia. Maestria en Ciencias en Alimentos. Instituto
Tecnologico de Tuxtepec. “Conservacion de carne de res utilizando una pelicula
activa bicapa con quitosano y aceite esencial’. Director(a): M.C. Ernestina Paz
Gamboa, Co-Directores (as): Dra. Araceli Pérez Silva y Dra. Patricia Mendoza

Garcia.

The meat is a perishable food because of its chemical composition, for this reason
conservation methods have been developed to inhibit microbial growth in food in
order to extend its shelf life; as active films that gradually release antimicrobial
agents incorporated into the biopolymer matrix. The objective of this research was
to evaluate the effect of an active chitosan bilayer film (Qo) and essential oil of
oregano (AEO) in the conservation of beef. Top Sirloin medallions were used,
characterized physicochemically (Proximal chemical analysis (AQP), pH, water
holding capacity (WHC), color, hardness) and microbiologically (S. aureus,
Salmonella, L. monocytogenes). The chitosan film was made with 3% Oregano
essential oil and evaluated its antimicrobial effect against Listeria innocua; using for
raw meat a factorial design 23 taking as factors: inoculum (1), film (F), vacuum (V),
and two controls C-1 (with-l) y C-2 (without-IFV). In roast meat we used a factorial
design 22 with two factors, F y V. Both treatments were stored at 5 ° C for 14 days.
The treatment that obtained maximum microbial inhibition was roasted and
evaluated using a consumer acceptance test. Data were analyzed by analysis of
variance (ANOVA). It was found that raw meat had a 74.79% of moisture, 22.65%
protein, 1.32% fat and 0.95% ash, pH 5.23, WHC 12.89 mL/100 g meat, hardness
of 386.512 N. The initial count of L. monocytogenes was 5.99 log CFU / g; while
Salmonella and S. aureus were absent. During storage, no difference was found
between C-IPV and C-IP treatments; however, were significantly different to C-1,
finding decreased moisture (5-6%) and 2 mL/100 g of WHC, the flesh color and pH
(5.3) were maintained between 7 and 14 days; decreased 3.28 log CFU/g of Listeria

Abstract
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on day 7 and 3.39 log CFU/g on day 14. In roast C-PV inhibited 5.41 log CFU/g
Listeria innocua on day 7; this is due to the components of the film. It was chosen
C-PV (Reduction of 3.05 log CFU/g) for the test directed to the consumer, obtaining
70% of acceptance. It is concluded that applying the Qo film with AEO (3%) in sirloin
of raw and roasted beef it diminishes the microbial load, maintains the pH and retains
the color of the meat during 14 days without having significant effect the vacuum

applied to the packaging. Sensory meat was accepted by consumers.

Abstract
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1. INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es un problema critico de salud publica debido a las
enfermedades transmitidas por los alimentos contaminados con microorganismos
patdgenos; esta contaminacidn provoca pérdidas econdmicas en la industria de los
alimentos; uno de los alimentos que presenta esta problematica es la debido a esta
problematica en los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias de
conservacion para extender la vida de anaquel de los alimentos y poder detener o
inhibir el crecimiento microbiano que es el principal causante del deterioro de estos;
una de estas tecnologias desarrolladas son las peliculas activas que se encargaran
de mejorar la calidad de los productos alimenticios, protegiéndolos del deterioro
fisico, quimico, y biolégico; también pueden proteger a los productos alimenticios
de la migracién de humedad, el crecimiento microbiano en la superficie, de los
cambios quimicos inducidos por la luz, y de la oxidacion de nutrientes; ademas
funcionan como portadores de sustancias activas, tales como antioxidantes,

antimicrobianos, y colorantes.

Los materiales que se utilizan en este tipo de recubrimientos pueden ser del tipo
biopolimérico como son los compuestos derivados de almidén, de celulosa,
quitosano, pectinas, zeina, colageno, alginatos, proteina de soya, caseina, y
plasticos como polietileno de baja densidad (LDPE), polietilen tereftalato (PET),
poliestireno (PS) entre otros. Y dentro de ellos pueden estar incorporados
compuestos antimicrobianos como aceites esenciales, acidos organicos, enzimas,

fungicidas, y bacteriocinas.

Las peliculas activas a base de quitosano han demostrado ser una gran promesa
para su aplicacion como conservantes de alimentos de origen animal; ya que son
bioadherentes, altamente biocompatibles, transparentes e incoloras lo que facilita
su aplicacion en la superficie de los alimentos; ademas han demostrado tener un
efecto antimicrobiano contra microorganismos que comunmente contaminan

alimentos de origen animal como bacterias del tipo Escherichia coli, Listeria

Introduccion
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monocytogenes, Pseudomonas spp, Salmonella, Staphylococcus aureus. El Unico
inconveniente que presentan al ser utilizadas como peliculas es la fragilidad, por tal
razon se puede utilizar una base polimérica comercial y sobre ella la solucion de
quitosano con el fin de dar mayor firmeza a la pelicula; estas son conocidas como

peliculas bicapa.

Los aceites esenciales son uno de los aditivos que se utilizan como agentes
antimicrobianos contra los patégenos transmitidos por los alimentos ya que
contienen un alto porcentaje de compuestos fendlicos, tales como carvacrol,
eugenol y timol, la principal ventaja es que no estan incorporados directamente al
alimento, es decir son liberados de manera controlada a fin de mantener en el

alimento la concentracion minima requerida.

Debido a esto en el presente trabajo se elabord una pelicula activa bicapa a base
de quitosano y aceite esencial de orégano, y se probo la eficiencia en medallones
de sirloin de res crudos y asados, los cuales fueron inoculados con Listeria inocua
con el objetivo de determinar el efecto antimicrobiano de las peliculas en la carne
de res; en los tratamientos de carne cruda también se determiné el efecto de las
peliculas sobre el pH, capacidad de retencion de agua, color, textura, analisis
quimico proximal, y se realizé una prueba de aceptacion dirigida al consumidor. En

la carne asada se realizo el analisis quimico proximal, y textura.

Introduccion
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2. MARCO TEORICO

2.1 Contaminacion de alimentos

El crecimiento de microorganismos es una de las principales causas de la
degradacion de los alimentos, debido a que pueden acelerar la oxidacion de lipidos
y otros procesos de oxidacion, ademas de producir cambios en las caracteristicas
organolépticas de los alimentos. Los microorganismos patdgenos son los
responsables de las enfermedades transmitidas por los alimentos (Atarés & Chiralt,
2016). Actualmente una prioridad a nivel mundial es la seguridad alimentaria, debido
a los riesgos microbioldgicos por el consumo de alimentos contaminados (Realini &
Marcos, 2014). La contaminacion de los alimentos sucede durante el sacrificio, post-
procesamiento, distribucidon y envio (Vodnar et al., 2015). A nivel mundial existen
pérdidas de alimentos a lo largo de la cadena de suministro (produccién, minoristas,
consumidores) que varia en cada pais; sin embargo, las estimaciones del deterioro
de la carne cruda por contaminacion es aproximadamente del 40% (Realini &
Marcos, 2014).

La contaminacion por microorganismos ha provocado que se retiren los alimentos
del mercado, lo que resulta en grandes pérdidas econdmicas para la industria
alimentaria en el mundo (Bento, Stamford, Stamford, de Andrade, & de Souza,
2011). Ademas de que causa importantes problemas de salud publica en todo el

mundo (Rodriguez-Nufiez et al., 2012).

La carne y los productos carnicos, son la causa principal de enfermedades
transmitidas por los alimentos. El crecimiento microbiano es generalmente el
responsable del deterioro de estos, ademas del deterioro bioquimico y enzimatico
(Emiroglu et al., 2010).
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2.2 Carne de res

Es “la estructura estriada esquelética, acompanada o no de tejido conectivo, hueso
y grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos; proveniente de
animales utilizados para abasto, que no han sido sometida a ningun proceso que
modifique de modo irreversible sus caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas,
salvo la refrigeracién y/o congelacion y envasado (vacio, atmosfera modificada)”
(Brana-Varela et al., 2012).

La carne es un alimento importante en la alimentacion humana debido a que cuando
se digiere su proteina se descompone liberando aminoacidos, éstos son asimilados
y utilizados para la reparacion y el crecimiento de las células (Kerry et al., 2002); por
este motivo es de suma importancia la calidad de la carne de res que se va a

consumir.

2.2.1 Calidad en carne

La satisfaccion del consumidor al comer carne es una respuesta compleja basada
en evaluaciones objetivas y emocionales de la calidad del producto. Aparte del
precio del producto, otros aspectos de calidad como la seguridad y la salubridad son

criterios muy importantes (Hocquette et al., 2012).

Las perspectivas de los consumidores sobre la calidad de la carne son complejas
(Henchion et al., 2017), debido a que existen atributos de calidad y sefiales de
calidad; los atributos de calidad son lo que el consumidor quiere y las sefales de

calidad es lo que observa el consumidor; estas pueden ser intrinsecas o extrinsecas

Las senales intrinsecas son las caracteristicas inherentes del producto que no
pueden ser alteradas sin alterar la naturaleza del producto, determinan las

expectativas de calidad (Kerry et al., 2002), tales como el color, apariencia, terneza,
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jugosidad, sabor, cantidad de grasa sin embargo, conducen a expectativas de

calidad inadecuadas (Hocquette et al., 2012).

Las sefales extrinsecas estan relacionadas con el producto y pueden ser
modificadas externamente. Por ejemplo, la fechas, el origen del producto,
informacion sobre la produccidén o elaboracién del producto (Kerry et al., 2002),
cuidado del medio ambiente, bienestar y tipo de alimentacion de los animales, que

se encuentren libre de hormonas y antibiéticos (Henchion et al., 2017).

La calidad de la carne cruda puede ser definida como la aptitud de la carne para
su uso en un producto especificado; es decir, si la carne es adecuada para el uso
para el que fue destinado, entonces la calidad de la carne se define como buena.
Si la carne es menos adecuada para el producto, entonces la calidad de la carne
se define como pobre; de este modo los atributos de la carne que determinan la

calidad dependeran del uso al que se destina la carne (Kerry et al., 2002).

2.2.1.1 Calidad tecnoldgica

En carne y productos carnicos procesados el rendimiento es uno de los principales
parametros de calidad, ya que determina la cantidad de producto disponible para la
venta afectando directamente al precio del producto; los indicadores de la carne
cruda que permiten predecir el rendimiento es el pH y la capacidad de retencion de
agua; los cuales dependen del metabolismo y sacrificio del animal. La calidad
sensorial de la carne procesada puede ser influenciado por el color, la distribucion

y la calidad de la grasa (Kerry et al., 2002).

2.2.1.2 Calidad sensorial

El atributo de la experiencia, representa principalmente el sabor y la textura de la
carne, cuando se consume el producto, determina el nivel de aceptacion del

consumidor, donde la expectativa de calidad creada se confirma o se rechaza,
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determinando el nivel de satisfaccion del consumidor; y este nivel de aceptaciéon
puede influir en las decisiones de compra de carne en un futuro (Henchion et al.,
2017).

2.2.1.3 Calidad microbiolégica

La carne esta relacionada con diferentes microorganismos los cuales incluye
parasitos protozoarios, helmintos, artrépodos, virus, priones y bacterias
principalmente; teniendo un aumento en los casos de las enfermedades
transmitidas por los alimentos; generado una preocupacion por la seguridad de los
consumidores. La deteccion del origen de estos patdgenos es esencial para el

control de los peligros y el manejo del riesgo que supone su presencia.

Los métodos analiticos utilizados para detectar la presencia de estos
microorganismos han avanzado significativamente en los ultimos afios; permitiendo
la rapida deteccidn y caracterizacion de diferentes patdégenos a través del
procesamiento de la carne. (Kerry et al.,, 2002). Actualmente las normas de
inocuidad alimentaria en la Union Europea se orientan hacia el control de calidad en

el proceso, producto final y durante la vida util del producto (Henchion et al., 2017).

2.2.2 Factores que afectan la calidad de la carne

2.2.2.1 Contenido de grasa

Se ha demostrado que el contenido de grasa intramuscular afecta el sabor, la
jugosidad, la terneza y las caracteristicas visuales de la carne; a medida que
aumenta el contenido de grasa, aumenta la palatabilidad; esto se debe a que
cuando la carne se cocina los triglicéridos se funden y bafan las fibras musculares.
Y cuando se mastica la carne la grasa se libera, la salivacién aumenta y la carne se
percibe como jugosa. Ademas, facilita el deslizamiento de las fibras musculares

permitiendo una sensacion de terneza.
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Sin embargo, cuando el contenido de grasa es muy visible los consumidores que
son conscientes de la salud y mantienen una dieta saludable estan dispuestos a

sacrificar la palatabilidad por un menor contenido de grasa (Kerry et al., 2002).

2.2.2.2 Color de la carne

Es el principal factor visual que afecta la calidad de la carne (Abril et al., 2001). El
color de la carne es el resultado del contenido de mioglobina, que es el principal
compuesto que contiene pigmento, el cual pueden absorber o reflejar la luz. El nivel
de mioglobina dentro de un musculo esta influenciado por la especie, la funcién
muscular dentro del animal y la edad del animal (Kerry et al., 2002). A medida que
aumenta el contenido de mioglobina, la intensidad de color de la carne aumenta de

blanco o rosa a rojo muy oscuro (Rubio-Lozano et al., 2013).

2.2.3 Microorganismos contaminantes de la carne

La carne cruda puede ser facilmente contaminada por microorganismos y favorecer
el crecimiento de patdégenos, ya que constituye un medio idoneo para el desarrollo
de microorganismos debido a que les proporciona condiciones como la actividad de
agua (aw) y el pH éptimos, asi como los nutrientes necesarios para su crecimiento
(Pérez-Chabela et al., 2008); causando enfermedades transmitidas por los
alimentos (Solomakos et al., 2008). Algunos de los microorganismos responsables

de estas enfermedades son:

2.2.3.1 Salmonella

Es uno de los microorganismos patdégenos transmitido por los alimentos mas
comun, causante de enfermedades infecciosas a nivel mundial; el nUmero de casos
de Salmonelosis ocasionado por productos carnicos ha aumentado. Afecta
principalmente a personas con sistemas inmunoldgicos debilitados, las cuales

deben de ser tratadas con los antibioticos adecuados (Bajpai et al., 2012). Los
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sintomas de la salmonelosis son nauseas, vomitos, diarrea, calambres abdominales
y fiebre que duran de 3 a 12 dias (Kerry et al., 2002). Hay mas de 2500 serotipos
de Salmonellay todos son patégenos potenciales, los mas comunes son Salmonella
enteriditis y S. typhimurium. Es considerada como un microorganismo de cero

tolerancias en los alimentos (Rodriguez-Nufez et al., 2012).

2232 E.coliO157: H7.

Es una bacteria fecal que se encuentra comunmente en ambientes externos como
en el suelo y agua; hay mas de 170 serotipos, (Kerry et al., 2002) de los cuales
algunos son patdégenos que puede provocar colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico y en casos graves la muerte; debido al consumo de alimentos
contaminados como por ejemplo la carne poco cocinada (Shekarforoush et al.,
2015)

2.2.3.3 Listeria monocytogenes

Es un patdgeno de especial importancia en la carne y productos carnicos listos para
consumir ya que Listeria monocytogenes es capaz de sobrevivir a temperaturas de
refrigeracion (2-4 °C) y también en alimentos congelados, tolera altas
concentraciones de sal (Ye et al., 2008). Dependiendo del nivel de contaminacién
del alimento con las cepas virulentas de Listeria monocytogenes, puede causar
listeriosis que es una enfermedad transmitida por los alimentos que tiene una tasa
de mortalidad del 13% (Khanjari et al., 2013; Realini & Marcos, 2014), siendo la mas
alta de los patdogenos transmitidos por los alimentos (Martin et al.,, 2014). La
infeccion por Listeria se considera como la mas letal (Paparella et al., 2016); en
adultos mayores y personas con sistemas inmunes deficientes puede causar

meningitis (Beverly et al., 2008).

Listeria monocytogenes esta ampliamente distribuida en el medio ambiente, debido

a que es capaz de sobrevivir los tratamientos desinfectantes que se realizan en las
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plantas procesadoras de alimentos (Paparella et al., 2016), siendo de gran
preocupacion para la seguridad alimentaria debido a que los alimentos se pueden
contaminar en la fase post procesamiento (Ye et al., 2008). La mayoria de los brotes
de listeriosis estan relacionados con el consumo de productos carnicos (Martin et
al., 2014). La contaminacion de alimentos por Listeria ha provocado que se retiren
algunos alimentos del mercado lo que ha causado grandes pérdidas econdmicas en

la industria alimentaria a nivel mundial (Bento et al., 2011).

Se conocen 13 serotipo de Listeria monocytogenes, los serotipos 4b, 1/2a, 1/2b son
los responsables del 95% de los casos de listeriosis (Martin et al., 2014); sin
embargo no son las unicas subespecies de importancia, ya que Listeria innocua
también es importante debido a que se encuentra muy a menudo en el mismo
entorno de procesamiento de alimentos; y ha demostrado su presencia en carne y

productos carnicos (Gémez et al., 2014).

Listeria innocua es una cepa no patégena de Listeria monocytogenes, que se utiliza
como sustituto de L. monocytogenes (Noriega et al., 2011). L. innocua ya se ha
utilizado en algunos estudios tales como los de Gémez-Estaca et al. (2010); Gomez
et al. (2014); Noriega et al. (2011); Royo et al. (2010) como microorganismo para

determinar la calidad microbiol6gica de algunos alimentos.

La vida util de la carne se reduce por la contaminaciéon con productos quimicos y
microorganismos durante el sacrificio, procesamiento y distribucion. Utilizar envases
es el resultado de cubrir los alimentos con algun material para retrasar su deterioro

(Quintero-Salazar & Ponce-Alquicira, 2007).

2.3 Envases de los alimentos

Las principales funciones de los envases consisten en retrasar el deterioro, extender
la vida util, mantener la calidad y la seguridad de los alimentos. El envase protege

a los alimentos de factores ambientes como el calor, luz, humedad, oxigeno,
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presién, enzimas, olores, microorganismos, insectos, suciedad, particulas de polvo
(Restuccia et al., 2010). Los envases utilizados en carnes y productos carnicos se
pueden clasificar de acuerdo al tipo de ambiente que contengan, ya sea con o sin

oxigeno como:

e Envasado tradicional: Es el mas comun vy utilizado en los supermercados;
consiste en colocar la carne sobre una charola de unicel y envolverlo con
plastico transparente o se introduce dentro de bolsas de plastico o polipapel.
Es el tipo de envase mas econdmico y que favorece la descomposicion de la

carne, debido a que permite el paso de oxigeno.

e Envasado al vacio: Se realiza en bolsas de plastico que proporciona una
barrera de proteccion contra el exterior. La carne se introduce en la bolsa y
esta se coloca dentro de una selladora al vacio que es la encargada de
remover el aire existente en el interior (Brafia-Varela et al., 2012); ademas
este tipo de envasado contribuye a la reduccion de los microorganismos

aerobios presentes en el alimento (Vodnar et al., 2015)

e Envasado en atmdsfera modificada: Son bolsas o bandejas de plastico que
funcionaran como barrera impermeable a gases. Se utiliza una maquina que
extrae el aire en el interior del envase y que inyecta cantidades especificas
de gases; los cuales pueden ser oxigeno, didxido de carbono, nitrégeno y

monoxido de carbono, y posteriormente se sella (Braha-Varela et al., 2012).

Actualmente debido a los problemas de salud y ambientales existe una demanda
de los consumidores por los alimentos minimamente procesados, mas naturales,
frescos y con la menor cantidad de productos quimicos afnadidos (Realini & Marcos,
2014); ademas de que el material de envasado de los alimentos sea desechables,
biodegradables y reciclables (Emiroglu et al., 2010); siendo un reto para la inocuidad
y la calidad de los alimentos, teniendo que ofrecer soluciones innovadoras que

satisfagan las necesidades de los consumidores, asi como que cumplan con los
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requisitos legales y reglamentarios (Realini & Marcos, 2014); en respuesta a esta
tendencia se desarrollé un nuevo concepto de empaque conocido como envase

activo (Quintero-Salazar & Ponce-Alquicira, 2007).

2.3.1 Envases activos

El envasado activo de los alimentos puede proporcionar varias funciones que no
existen en los sistemas convencionales de envasado; es un sistema donde el
producto y el entorno interactuan para extender la vida util de los alimentos, mejorar
la seguridad microbioldgica o las propiedades sensoriales; manteniendo la calidad
del alimento envasado (Martucci et al., 2015; Realini & Marcos, 2014; Suppakul et
al., 2003).

El envasado activo de alimentos puede proporcionar varias funciones que no existen
en los sistemas de envasado convencionales, como la eliminacién de oxigeno,
humedad o etileno, emision de etanol y aromas, y actividad antimicrobiana
(Quintavalla & Vicini, 2002). Esta tecnologia emergente trata de garantizar la

apariencia natural y ser respetuosas con el medio ambiente (Aymerich et al., 2008).

Los sistemas activos pueden clasificarse en absorbedores y emisores. Los
absorbedores se encargan de eliminar sustancias no deseadas como oxigeno,
exceso de agua, etileno, didéxido de carbono, olores y sabores. Los emisores aportan
activamente al alimento envasado sustancias como diéxido de carbono, agua,

antioxidantes o conservantes y antimicrobianos (Gonzalez-Requena, 2012).

Por otra parte, los materiales activos pueden estar compuestas por una o mas capas
elaboradas con diferentes tipos de materiales, tales como plasticos, papel y cartén,
o recubrimientos (Restuccia et al., 2010). En la Figura 1 y 2 se muestra los 2 tipos
de estructura de envasado antimicrobiano; en la Figura 1 se muestra una estructura
monocapa; esta se realiza incorporando la sustancia activa dentro del material de

envasado, ya sea por medio de un mezclado previo, o por una inmovilizacién dentro
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del material. El mecanismo de migracion se lleva a cabo a través del area de
contacto entre el material de envasado que contiene la sustancia activa y el
alimento, la migracion, va a depender de si la sustancia es de grado alimenticio,
método de elaboracion, la temperatura, y de la composicion del alimento (Morales-
Pérez, 2005).

Empaque! Alimento Empaque | Alimento

0 'Substancia

5 o o 0 o//activa \\

o b d b o

Incorporacion en el empaque Inmovilizacién quimica en el empaque

Figura 1. Estructura monocapa (Quintavalla & Vicini, 2002)

En la Figura 2 se muestra una estructura bicapa en el que se realiza un
recubrimiento al que se le incorpora la sustancia activa adherido a otro tipo de
material de envasado que puede ser sintético o biopolimérico. Cuando el
recubrimiento se aplica antes de envasar el alimento, la migracion del agente activo
va del recubrimiento hacia el alimento o se puede aplicar después de envasar el
alimento donde la sustancia activa migra del recubrimiento a través material de

envasado hasta llegar al alimento (Morales-Pérez, 2005).
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Figura 2. Estructura bicapa (Quintavalla & Vicini, 2002).

2.3.1.1 Envases antimicrobianos

Dentro de los envases activos se encuentran los envases antimicrobianos, es uno
de los sistemas de envasado mas prometedores. Recientemente ha aumentado el
interés por este tipo de envases debido a los riesgos de enfermedades transmitidas
por los alimentos (Quintero-Salazar & Ponce-Alquicira, 2007); el cual es eficaz para
matar o inhibir el crecimiento de microorganismos patdégenos que contaminan los
alimentos. Utilizar envases antimicrobianos tiene mayores ventajas sobre la adicién
directa del agente antimicrobiano al alimento; debido a que el agente activo puede

ser eliminado antes de consumir el alimento (Vodnar et al., 2015).

En los envases antimicrobianos se pueden incorporar los agentes antimicrobianos
en la superficie del material de envasado, o afiadir el compuesto antimicrobiano de
origen natural o sintético en una bolsita en el interior del envase (Emiroglu et al.,
2010). Esto simplifica la manipulacion durante el envasado y mejora la seguridad de
los consumidores debido a que la sustancia activa no se consume (Restuccia et al.,
2010). Como compuestos antimicrobianos se han utilizado acidos organicos,
enzimas, lisozima, EDTA, aceites esenciales, quitosano, lactoperoxidasa,

lactoferrina y bacteriocinas (Quintero-Salazar & Ponce-Alquicira, 2007).
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Actualmente existe un rechazo por parte de los consumidores hacia los
conservadores quimicos por este motivo surgid el interés por el uso de
antimicrobianos naturales como alternativa para el control del deterioro de alimentos

y microorganismos patogenos (Vodnar et al., 2015).

Una manera tradicional para el control del crecimiento microbiano es la aplicacion
de aerosoles o inmersiones antimicrobianos en la superficie del alimento; sin
embrago, la eficiencia se ve afectada debido a la migracion incontrolada de la
sustancia antimicrobiana al alimento, y a la interaccion de los compuestos activos
con los componentes del alimento que puede causar la inactivacion de la sustancia
activa (Emiroglu et al., 2010). Por lo que, se sugiere incorporar estas sustancias

antimicrobianas en la elaboracion de peliculas activas.

2.3.1.1.1 Recubrimientos y peliculas activas

Una pelicula puede definirse como una capa que esta proporcionando una
proteccion de barrera contra la contaminacion y las pérdidas de humedad, con la
finalidad de extender la vida util del alimento. El uso de peliculas y recubrimientos
ha aumentado en los ultimos afios como respuesta a la tendencia por reducir los

materiales de envasado sintéticos (Quintero-Salazar & Ponce-Alquicira, 2007).

Las peliculas y recubrimientos se elaboran a partir de biopolimeros naturales como
polisacaridos, proteinas, lipidos y composiciones de estas; teniendo como principal
ventaja que son renovables, biodegradables, comestibles, biocompatibles, con
aspecto estético y presentan propiedades de barrera contra el oxigeno (Martucci et
al., 2015). Ademas de que pueden ser los vehiculos para la incorporacion de
aditivos, tales como antioxidantes y agentes antimicrobianos (Shen & Kamdem,
2015). Cada pelicula que se elabore presentarda sus propias propiedades
funcionales, las cuales dependeran del material con el que se elaboren (Quintero-

Salazar & Ponce-Alquicira, 2007).
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Las peliculas que contienen agentes antimicrobianos actuan previniendo el
crecimiento microbiano, debido al contacto directo de la pelicula con la superficie
del alimento; esto podria ser mas eficiente, debido a la migracion lenta de los
agentes activos que se encuentran incorporados en la pelicula hacia el alimento;
prolongando la actividad antimicrobiana hasta la fase de distribucion (Quintavalla &
Vicini, 2002; Ye et al., 2008).

En los ultimos afos ha aumentado el interés por elaborar peliculas con la
incorporacion de aceites esenciales; debido a que actuan como antimicrobianos y
antioxidantes ayudando a mejorar la seguridad sanitaria y la vida util de los

alimentos (Realini & Marcos, 2014).

Muchos estudios han demostrado la eficacia antimicrobiana de los aceites
esenciales cuando se incorporan en peliculas; siendo eficaces para reducir los
microrganismos presentes en los alimentos; sin embargo si se utilizan altas
concentraciones se podria afectar el sabor y olor del producto (Emiroglu et al.,
2010).

2.3.1.2 Quitosano

El quitosano es un polisacarido, el segundo mas abundante después de la celulosa;
compuesto de B-1,4-D-glucosamina unido a residuos de N-acetil-D-glucosamina
(Bento et al., 2011). Es producto de la desacetilacion de la quitina; la quitina se
encuentra en el exoesqueleto de algunos invertebrados, crustaceos y la pared
celular de algunos hongos (Juneja et al., 2006; Shahidi et al., 1999). El quitosano
es biodegradable, biocompatible, renovable, no toxico y ha demostrado tener
propiedades antimicrobianas contra bacterias, levaduras, mohos y hongos (Kong et
al., 2010; Shen & Kamdem, 2015; Van Den Broek et al., 2015), su eficacia frente a
estos microorganismos esta influenciado por factores tales como el grado de
desacetilacion, peso molecular, pH de la solucion, temperatura y la presencia de
componentes alimentarios (Bento et al., 2011).
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El quitosano se ha considerado como un conservador potencial de origen natural;
en 2001 la USFDA lo categorizé como GRAS (generalmente reconocido como
seguro) (Khanjari et al., 2013). Debido a lo anterior en los ultimos afios ha existido
interés en su aplicacion en la industria, principalmente en la alimentaria (Kanatt et
al., 2008; Shahidi et al., 1999).

El quitosano es insoluble en agua sin embargo es soluble en disolventes acidos
como el acido clorhidrico, férmico y acético. En una solucién acida, a los grupos
aminos de la molécula de quitosano se les agrega un protén formando NH3*,

adquiriendo una carga positiva (Ye et al., 2008).

El quitosano se puede utilizar para la elaboracion de peliculas antimicrobianas
debido a sus propiedades de formacion de pelicula y antimicrobianas (Beverly et al.,
2008); sin embargo, debido a su caracter hidrofilo y la baja resistencia al agua se
incorpora a la matriz polimérica compuestos hidrofébicos como los aceites
esenciales; con la finalidad de mejorar |la propiedad de barrera contra el agua (Shen
& Kamdem, 2015).

2.3.1.3 Aceites esenciales

Durante anos se han utilizado los extractos de hierbas y especias como agentes
aromatizantes. Los aceites esenciales (AE) son liquidos oleosos aromaticos
volatiles obtenidos principalmente por el método de destilacién con vapor de flores,
capullos, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutas y raices. Las
caracteristicas de los aceites esenciales estan relacionadas con la funcién de estos
compuestos en la planta; algunas tienen propiedades antibacterianas, antivirales,
antimicéticos, antitoxigénicos, antiparasitarios, insecticidas (Burt, 2012).

Los aceites esenciales son fuertes antimicrobianos debido a los constituyentes
principalmente compuestos fendlicos, ya que cuando estos se han probado por
separado han demostrado tener propiedades antimicrobianas (Solomakos et al.,
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2008). Debido a la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, estos han
sido usados para la conservacion de alimentos crudos y procesados, productos
farmacéuticos, entre otros (Avila-Sosa et al., 2012). Los aceites esenciales han sido
clasificados como GRAS (generalmente reconocido como seguro) por la USFDA
(Khanjari et al., 2013).

El uso de estos aceites de manera directa es limitado debido a que se requieren
altas concentraciones (Emiroglu et al., 2010), tienen un aroma intenso, y podrian
ocasionar cambios en las propiedades sensoriales del alimento; por esta razon se
han incluido en la formulacion de peliculas, ademas de que se reduce la dosis y se

reduce el impacto sobre el alimento (Shen & Kamdem, 2015).

Entre los aceites esenciales con mayor actividad antimicrobiana se encuentra el
aceite esencial de tomillo y de orégano lo que podria atribuirse a la presencia de
compuestos fendlicos monoterpenoides; en el aceite esencial de orégano los
principalmente compuestos son el timol [2-isopropil-5-metilfenol] y el carvacrol [2-
metil-5-(1-metiletil) fenol] (Upadhyay et al., 2015); sin embargo el porcentaje de
estos compuestos es variado, ya que depende principalmente de la parte de la
planta que sea destilada, de la especie y sub especie de orégano que se utilice
(Amadio et al., 2011), debido a que existen mas de 40 tipos de plantas que se
conocen con el nombre de orégano, las cuales comparten olor y sabor
caracteristico, sin embargo presentan diferencias en el contenido de carvacrol y

timol, y por lo tanto su actividad biolégica varia (Avila-Sosa et al., 2012).

Estos dos compuestos son los responsables de la actividad antimicrobiana del
aceite, debido a que ya se han probado de manera individual y han demostrado
tener actividad antimicrobiana; el aceite esencial de orégano también ha sido
reconocido por su capacidad antioxidante (Avila-Sosa et al., 2012).

El mecanismo de accion del timol y carvacrol es similar debido a que su estructura
quimica es semejante cambiando unicamente la posicion del grupo hidroxilo dentro

del anillo (Garcia-Garcia et al., 2008); por lo que ambos sustancias actuan
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perturbando la membrana citoplasmatica e interrumpiendo el flujo de electrones y
transporte activo, provocando asi la coagulacién de la materia celular y, en ultima

instancia, la muerte de la célula (Royo et al., 2010)

La actividad antimicrobiana in vitro de peliculas con aceite esencial de orégano ya
ha sido evaluada por varios investigadores, sin embargo, existen datos limitados
sobre la aplicacion de estas peliculas en sistemas alimentarios reales (Emiroglu et
al., 2010; Khanijari et al., 2013).

2.3.2 Peliculas y recubrimientos en carne

Los peliculas con antimicrobianos son un tipo de envasado prometedor para los
productos carnicos debido a que la contaminacidn microbiana se produce
principalmente en la superficie de los alimentos debido a la manipulacion post-

procesamiento (Quintavalla & Vicini, 2002).

Dentro de los materiales de envasado bio, las peliculas y los recubrimientos
comestibles han sido estudiados en los ultimos afos; desarrollando peliculas y
recubrimientos para ser aplicadas en aves de corral, carnes frescas y procesadas
(Emiroglu et al., 2010).

Algunas de las ventajas de la utilizacidn de recubrimientos y peliculas sobre carne

y productos carnicos comestibles se han discutido por Quintavalla & Vicini, (2002).

Los recubrimientos comestibles podrian presentar ventajas como:
¢ Reducir la pérdida de humedad durante el almacenamiento de carnes
frescas o congeladas.
e Mantener los jugos de cortes de carnes y aves frescas envasadas en
bandejas de plastico.

¢ Reducir la oxidacién de lipidos y la oxidacion de la mioglobina.
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e Reducir la carga de patogenos y de deterioro por microorganismos en la

superficie de las carnes.

Los recubrimientos comestibles que llevan antioxidantes o agentes antimicrobianos
se pueden usar para el tratamiento directo de las superficies de la carne (Quintavalla
& Vicini, 2002).
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3. ANTECEDENTES

Zivanovic et al. (2005). Evaluaron las propiedades antimicrobianas de peliculas de
quitosano enriquecidos con aceites esenciales (AE) anis, albahaca, cilantro y
orégano, las cuales fueron aplicadas en bologna contra Listeria monocytogenes 'y
Escherichia coli O157: H7. Las peliculas que solo tenian quitosano redujeron 2 log
UFC/g L. monocytogenes mientras que las peliculas con 2% de AE de orégano
disminuyeron 4 log UFC/g de L. monocytogenesy 3 log UFC/g de E. coli. Por lo que,
se concluye que estas peliculas tienen el potencial para ser utilizadas como

peliculas biodegradables activos con fuertes efectos antimicrobianos.

Ye et al. (2008). Evaluaron la eficacia antilisterial de peliculas plasticas recubiertas
de quitosano puro y con la finalidad de mejorar la eficacia antimicrobiana
incorporaron antimicrobianos (GRAS) que fueron nisina, lactato de sodio, diacetato
de sodio, sorbato de potasio y benzoato de sodio; estas se aplicaron en filetes de
jamoén que estaban inoculados en la superficie con L. monocytogenes, fueron
almacenados durante 12 semanas a 4 °C. La pelicula plastica recubierta de
quitosano adicionada con lactato de sodio fue la pelicula antimicrobiana mas eficaz
contra L. monocytogenes reduciendo 1.9 log UFC/cm?. Por lo que, estas tienen el
potencial para ser utilizadas en filetes de jamén para el control de L.

monocytogenes.

Khanjari et al. (2013). Realizaron un recubrimiento con N, O-carboximetil quitosano
(NOCC), aceite esencial de orégano (AEO) y la combinacion de ellos, en el control
de Listeria monocytogenes que fue inoculada a una concentracion de 10° UFC/g en
filetes de pechuga de pollo, las muestras se almacenaron a 4 °C durante 14 dias.
Encontrando que el tratamiento de la combinacion del NOCC y AEO al 1% logro
inhibir L. monocytogenes en el dia 4 de almacenamiento mientras que el tratamiento
control presentdé una carga bacteriana de 5.97 log UFC/g. Concluyendo que la
combinacion de estos agentes antimicrobianos extiende la vida util de los filetes de

pollo.
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Merlin-Sosa (2015). Elabor6 una pelicula activa bicapa de quitosano adicionada
con aceite de orégano; evaluando su actividad antimicrobiana contra Listeria
innocua por la técnica de difusion en agar por discos; asi como sus propiedades
fisicas. Encontrando que la pelicula de quitosano con aceite esencial de orégano al
3% fue la que obtuvo los mayores halos de inhibicion contra L. innocua.
Determinando que esta pelicula puede ser considerada como una pelicula activa
con efecto antimicrobiano que podria ser aplicada para la conservacion de

productos carnicos.
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4. JUSTIFICACION

La carne debido a sus caracteristicas como el pH, actividad de agua y riqueza de
nutrientes es susceptible a la descomposicion, por lo que es necesario buscar
alternativas que permitan su conservacion y mayor vida de anaquel. La cual podria
ser una pelicula activa bicapa de quitosano y aceite esencial de orégano para
alargar la vida de anaquel de la carne de res dando al consumidor un beneficio

sensorial, nutricional y de innocuidad.

Justificacion



OBJETIVOS



Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de una pelicula activa bicapa de quitosano y aceite esencial de

orégano en la conservacion de carne de res.

5.2 Objetivos Especificos

Realizar la caracterizacioén fisicoquimica de la carne fresca.

« Determinar el efecto antimicrobiano de la pelicula de quitosano y aceite
esencial sobre Listeria innocua en carne de res cruda envasada al vacio y

sin vacio.

« Conocer las caracteristicas fisico-quimicas de la carne cruda con y sin la
aplicacion de la pelicula de quitosano y aceite esencial, envasada al vacio y

sin vacio.

« Determinar el efecto antimicrobiano de peliculas de quitosano y aceite
esencial sobre L. innocua en carne de res asada envasada al vacio y sin

vacio.

» Conocer el nivel de aceptacion de la carne envasada con la pelicula por los

consumidores.

Objetivos
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

Para la elaboracién de la pelicula se utiliz6: Quitosano (Qo, Sigma- Aldrich, peso
molecular medio PMM, 70-85% desacetilacion, JAPON), Hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC, Sigma-Aldrich, E.U.A) glicerol (Omnichem, MEXICO); etanol absoluto
(Reasol, MEXICO), 4cido acético glacial (Golden Bell, MEXICO), aceite esencial de
orégano (Origanum vulgarie) de Reasol Co., México DF., MEXICO; como soporte
estructural se utilizé una pelicula comercial Kleen pack, marca Pétalo, MEXICO, y
placas de vidrio. Para el envasado se utilizaron bolsas de polietileno, y la selladora
al vacio (Marca Orved). Para la inoculacion de Listeria se utilizé como cepa sensible

Listeria innocua AST: 062, donada por el Instituto Tecnolégico de Veracruz.
6.2 Elaboracion de las peliculas

Las peliculas bicapas se elaboraron siguiendo la técnica de vaciado en placa
establecida por Merlin-Sosa, (2015). Se disolvido el quitosano (Qo) de peso
molecular medio 1.5% p/v en acido acético al 1% v/v, se mantuvo en agitacion en
una placa de ceramica con agitador magnético utilizando una barra magnética 1000
rpm durante 24 h y se filtr6. Se disolvié hidroxipropilmetilcelulosa al 1% p/v en una
relacion 2:1 etanol:agua destilada a 80 °C se agitdé por 30 min a las mismas rpm.
Posteriormente, las soluciones de Qo e HPMC se mezclaron en volumenes iguales
(50:50) y se mantuvo en agitacion por 10 min. Se le agregé 3% (v/v) de aceite
esencial de orégano manteniendo en agitacion por 10 min a las revoluciones por
minuto anteriormente mencionadas y por ultimo se le agregaron 2 mL (v/v) de
glicerol como plastificante, la solucion se mantuvo en agitacién por 10 min a las
mismas revoluciones. A la placa de vidrio se le colocd la base polimérica (Kleen
pack®), se vacio la solucion formadora de peliculas y fueron secadas en la estufa
marca Riosa a 30 + 5 °C por 48 h. Una vez seca la solucién, se desarmoé el molde y

se desmoldo la pelicula, para su utilizacion inmediata.
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6.3 Preparacion de las muestras de carne cruda

La carne de res fresca fue adquirida en un negocio local tipo TIF de la ciudad de
Tuxtepec, Oaxaca y se transportd a las instalaciones del Instituto Tecnoldgico de
Tuxtepec. Se cortaron medallones de aproximadamente de 6 cm de diametro y 2
cm de grosor. Para ser envasados de acuerdo al disefio experimental (Tabla 1) y

fueron almacenados a ~ 5 °C durante 14 dias.

6.4 Preparacion de las muestras de carne asada

Se utilizaron medallones del mismo tamano que la carne cruda. Se realizé un salado
en seco utilizando una proporcion de 1 g de sal/100 g de carne distribuido de manera
homogénea en ambos lados del medallon de carne; posteriormente se realizo el
asado en una parrilla a una temperatura de 280 °C con un tiempo total de 7 min y
40 s de cada lado, considerando mantener la carne durante 3 min y 30 s de un lado,
se voltea la carne y se deja durante 3 min y 30 s del otro lado, se voltea nuevamente
y se deja durante 2 min y 40 s en ambos lados y finalmente 1 min y 30 s en cada

lado del medallén.

6.5 Inoculacion de la carne con Listeria innocua

Los medallones de res fueron inoculado con un total 105 pL de la dilucion 10-° del
cultivo de Listeria innocua (Merlin-Sosa, 2015) para carne cruda; y con 105 pL de
la dilucién 10-3 del cultivo de Listeria innocua (Khanjari et al., 2013) en carne asada;
se extendié sobre un lado de la superficie del medallén y las muestras se dejaron
en reposo durante 5 min para permitir la adherencia de la células de Listeria innocua
al tejido de la carne que el inéculo y las células se unieran, para posteriormente
inocular el otro lado de la carne (Ye et al., 2008), se dej6 en reposo 5 min y

posteriormente se envasaron de acuerdo al disefio experimental.
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6.6 Analisis de las muestras de carne cruda.

6.6.1 Disefo Experimental.

Se realizé un diseiio factorial a dos niveles 2% (k = 3), indculo (con Listeria innocua
y sin Listeria innocua), recubrimiento (con pelicula y sin pelicula), tipo de envasado

(al vacio y sin vacio) son los tratamientos estudiados.

Los tratamientos fueron envasados de acuerdo al disefio experimental que se
muestra en la Tabla 1, con un total de 8 tratamientos; 2 controles; el tratamiento
control 1 (C-1): con in6culo, sin pelicula y sin vacio; y el control 2 (C-2): sin indculo,
sin pelicula, sin vacio. Las variables de respuesta fueron la cuantificacién de
Salmonella, S. aureus, y Listeria innocua; asi como la determinacion de pH y

capacidad de retencion de agua.

Tabla 1. Diseno de experimentos para carne cruda

Tratamiento Factores Caddigo
Inoculo Pelicula Vacio

1 7.42UFC/g (1) C(1) C(1) C-IPV
2 7.42UFC/g (1) S (0) S (0) C-IP
3 7.42UFC/g (1) C(1) C(1) C-lv
4 7.42UFC/g (1) S (0) S (0) C-1
5 5.99UFC/g (0) C(1) C(1) C-PV
6 5.99UFC/g (0) S (0) S (0) C-P
7 5.99UFC/g (0) CcC(1) CcC(1) C-v
8 5.99UFC/g (0) S (0) S (0) C-2
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6.6.2 Analisis microbioldgico

Se realiz6 siguiendo la metodologia establecida por las Normas Oficiales Mexicanas
114, 115, 143; a los dias 0, 7, y 14 de almacenamiento, para cada uno de los

tratamientos.

Para la cuantificacion de S. aureus se siguié la metodologia establecida por la NOM-
115-SSA1-1994 que consistia en licuar 10 g de muestra en agua peptonada,
posteriormente se realizaron diluciones decimales en agua peptonada y se sembro

1 mL de la dilucion en agar Baird Parker, este se incubd durante 48 h a 35 + 2 °C.

Salmonella se cuantificé de acuerdo a lo establecido en la NOM-114-SSA1-1994 se
licuaron 25 g de carne en caldo lactosado se incub6 durante 24 h a 35 + 2 °C, se
realizaron diluciones decimales y se sembré por estria en agar Salmonella-Shigella,
se incubo a 35 + 2 °C durante 24 h.

Para Listeria monocytogenes se realizd conforme a lo establecido en la NOM-143-
SSA1-1995 se licud 25 g de muestra en caldo soya tripticaseina con extracto de
levadura y se incubd durante 24 h a 35 + 2 °C, se realiz6 la siembra por difusion en

agar soya tripticasa y se incub6 a 35 + 2 °C durante 24 h.

6.6.3 Determinacién de pH

La determinacién de pH se realizé con un potenciémetro (ULTRABASIC DENVER
UB-10®), previamente calibrado con tres soluciones buffer pH 4, 7y 11. La carne se
perford y se introdujo el electrodo de manera perpendicular a la masa muscular y
se realiz6 la medicion, este procedimiento se realizé 3 veces en diferentes lugares

del medallon (Brana, 2011). Se realizé el dia 0, 7 y 14 de almacenamiento.
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6.6.4 Capacidad de retencién de agua (CRA)

En el dia 0, 7 y 14 de almacenamiento, 5 g de carne fueron picadas finamente, se
colocaron en tubos para centrifuga con 8 mL de NaCl 0.6 M, se agit6 manualmente
con una varilla de vidrio durante 1 min y fueron introducidas en un bafo de hielo
durante 30 min, nuevamente se agitd por 1 min y se centrifugdé en la centrifuga
refrigerada modelo Rotina 380R, Hettich Zentrifugen, Alemania a 5,000 rpm a 4 °C
durante 15 min, se recogio el sobrenadante por decantacidn, se midio el volumen

final y la CRA se calcul6 utilizando la ecuacion 1 (Brana, 2011).

CRA Solucion anadida a la muestra (g) — Solucién eliminada (g)
= *

Peso de la muestra (g) 100 (1)

6.6.5 Analisis quimico proximal (AQP)

El AQP se realiz6 a los tratamientos que no fueron inoculados con Listeria innocua,
en los dias 0, 7 y 14 siguiendo las técnicas descritas por la AOAC.

e Humedad por pérdida de peso (925.10, AOAC, 2005).

e Cenizas por calcinacion (923.03, AOAC, 2005).

e Gasas en equipo Soxhlet (920.39, AOAC, 2005).

e Proteinas en equipo Kjeldahl (920.87, AOAC, 1995).

6.6.6 Determinacion de color

Se realizd en las instalaciones del Instituto Tecnolégico de Tuxtepec a los
tratamientos que no fueron inoculados, utilizando un colorimetro UltraScan Vis,
Hunter Associates Laboratory Inc., EUA; con un intervalo de barrido de 360-780 nm.
Analizando los parametros de a* (rojo-verde), b* (amarillo-azul), L* (Luminosidad) y
determinando diferencia de color (AE) utilizando la ecuacién 2 y diferencia total de

a* (Aa*) con la ecuacion 3. El equipo fue calibrado con una placa estandar blanca.
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1
AE = [AL' + Aa*? + Ab*?] /2 (2)
Aa* = a*inicial — a*muestra 3)

donde:
AL*= L* testigo - L* muestra
Aa*= a* testigo - a* muestra

Ab*= b* testigo- b* muestra
6.6.7 Determinacion de Textura

Se realiz6é en un texturémetro TA-XT Plus, Stable Microsystems Inc, Reino Unido,
utilizando rectangulos de aproximadamente 1 cm de largo, 0.5 cm de ancho, 2 cm
de altura, se utilizé una sonda de compresion cilindrica de aluminio con 75 mm de
diametro (P/75), donde se determind la dureza de la carne, expresada como la

maxima fuerza necesaria para la primera compresion de la muestra en Newtons (N).
6.7 Analisis de las muestras de carne asada

6.7.1 Diseno experimental

Se realizé un disefio factorial de dos niveles 2 (k=2), recubrimiento (con pelicula y

sin pelicula), tipo de envasado (al vacio y sin vacio).

Los tratamientos de carne asada fueron envasados de acuerdo al disefio
experimental (Tabla 2), con un total de 4 tratamientos; teniendo como tratamiento
control el tratamiento envasado sin pelicula y sin vacio. Las variables de respuesta
fueron la cuantificacion de Listeria innocua, la determinacion de dureza y el analisis

quimico proximal.
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Tabla 2. Diseno de experimentos para carne asada

Tratamiento Factores
Caddigo
Pelicula Vacio
1 C(1) C(1) C-IPV
2 S (0) S (0) C-IP
3 Cc((1) C(1) C-Iv
4 S (0) S (0) C-1

6.7.2 Analisis microbioldgico

Se realizé siguiendo la metodologia establecida por la Norma Oficial Mexicana
NOM-143-SSA1-1995, los dias 0, 7, y 14 de almacenamiento, para cada uno de los

tratamientos.

6.7.3 Analisis quimico proximal (AQP)

El AQP se realiz6 los dias 0, 7 y 14 siguiendo las técnicas descritas por la AOAC,

como se describe en el apartado 6.6.5.

6.7.4 Determinacion de textura

Se determind la dureza en la carne asada, que se realizé de acuerdo a lo descrito

en el apartado 6.6.7.

6.7.5 Prueba de aceptacion dirigida al consumidor

Considerando los resultados del analisis microbiolégico se seleccioné el tratamiento
que estaba envasado con pelicula y vacio y almacenado durante 7 dias a 5 °C, para

realizarle la prueba de aceptacion dirigida al consumidor. Dicha prueba se realizé
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utilizando una escala heddnica de 9 puntos que va desde me disgusta muchisimo
hasta me gusta muchisimo se muestra en el Anexo 1. Después de 7 dias de
almacenamiento, se desempaco la carne y se realizé un salado en seco al 1%; se
precalentd la parrilla durante 10 min a 280 °C, posteriormente se colocé la carne y
se realizo el asado durante 7 min 40 s de cada lado del medallon. Posteriormente

se realizé la prueba de aceptacion a 100 consumidores.

6.8 Analisis estadistico

Todos los andlisis fueron realizados por triplicado y se calcularon las medias vy
desviacion estandar de las determinaciones en los distintos tratamientos, se
compararon mediante un Analisis de Varianza (ANDEVA) de una via seguido de
una prueba de comparacion de medias de Tukey a un nivel de significancia de 0.05,

utilizando el paquete estadistico Minitab® version 17.
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7. RESULTADOS

7.1Analisis de la carne fresca

7.1.1 Analisis Quimico Proximal

La composicion quimico proximal de la carne cruda utilizada en este estudio se
muestra en la Tabla 3; donde se observa que el contenido de humedad es de
74.79%, proteina de 22.65%, grasa de 1.32% y cenizas de 0.95%; la cual es similar
a lo reportado por la FAO, (2016) ya que ésta presenta un contenido de humedad
del 75%, proteina 22.3%, grasa 1.8% y cenizas 1.2%; y por Arenas de Moreno et
al. (2000) reportan una humedad de 73%, proteinas 22.3%, lipidos 2.57%, cenizas
1.28%.

Tabla 3. Andlisis Quimico Proximal de la carne fresca cruda.

Parametros Contenido (%)
Humedad 74.79 £ 0.10
Materia seca 25.21+0.18
Proteina 22.65 +0.23
Grasa 1.32 £ 0.06
Cenizas 0.95+0.14

Valores promedio de 3 repeticiones +

desviacion estandar.

7.1.2 Caracterizacion fisicoquimica de la carne fresca
En la caracterizacion fisicoquimica de la carne fresca se determind la capacidad de

retencién de agua (CRA), pH, los parametros de color L*, a*, b* y la dureza de la

carne fresca los resultados se muestran en la Tabla 4.
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La CRA es la capacidad de la carne para retener total o parcialmente el agua propia
o anadida, tiene una fuerte repercusidén en las caracteristicas sensoriales, valor
nutritivo, comercial (Brafia-Varela et al., 2011). Se encontré que la CRA de la carne
fresca fue de 11.96 mL retenido de agua/100 g de carne (Tabla 4); Marcos & Mullen,
(2014) reportan el valor de la CRA de 21.80 mL retenido de agua/100 g de carne de
res; y Chan et al. (2011) la reportan de 18.2 mL de agua; estas diferencias se
pueden atribuir a que existen algunos factores postmortem como la disminucion del
pH, protedlisis y la oxidacion de proteinas que son clave para influir en la capacidad
de la carne para retener el agua, debido a que gran parte del agua en el musculo
esta atrapado en las estructuras de la célula; por lo tanto, cambios en la arquitectura
intracelular de la célula influyen en la capacidad de las células musculares para

retener el agua (Montowska & Pospiech, 2013).

El pH de la carne fresca fue de 5.33 (Tabla 4), mientras el pH reportado por Suman
et al., (2011) fue de 5.8 y lo reportado por Hulankova et al. (2013) fue de 5.38;
Jelenikova et al. (2008) mencionan que el pH final de la carne muestra una relacion
directa con el estrés ante mortem el cual implica modificaciones importantes en la
bioquimica post-mortem del musculo y la calidad de la carne. El principal efecto se
ejerce a través de su influencia en la movilizacion de las reservas de glucégeno
muscular; si estos se reducen o se agotan antes del sacrificio se reduce el grado de

acidificacién post-mortem generando un pH bajo.

En cuanto al color es el principal parametro que utilizan los consumidores para
evaluar la calidad y la aceptabilidad de la carne este atributo se asocia con el sabor,
la terneza, sanidad, tiempo de almacenamiento, y valor nutricional; cuando el
consumidor considera inaceptable el color de la carne, los demas atributos no son

importantes (Chamorro-Ramirez, 2015).

En los resultados obtenidos de los parametros de color de la carne fresca que se
muestran en la Tabla 4; en el parametro de luminosidad resulté menor que lo
reportado por Abril et al. (2001) quien obtuvo un valor de 37.2; esto significa que la

carne utilizada en este estudio fue mas obscura con un valor L* = 36.58, ya que la
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luminosidad corresponde al brillo de la carne (Vilela et al., 2016); esto se puede
deber a que la luminosidad esta relacionada con el estado, tamafio y posicion de
las fibras musculares, ademas de la cantidad de agua que contenga la carne

(Chamorro-Ramirez, 2015).

En lo que respecta al parametro a* se encontré un valor de 17.19; siendo menor a
lo reportado por Paparella et al. (2016) que fue 17.35, y superior a lo reportado por
Park et al. (2010) quienes reportan el valor de a*= 14.77 en carne de res. De acuerdo
con Chamorro-Ramirez, (2015) este parametro es la tendencia hacia el color rojo lo
que indica la cantidad de mioglobina presente en la carne; por lo tanto, esta carne
presento alta cantidad de mioglobina, esto se puede deber a la procedencia del

corte de carne utilizado.

Por otro lado, el parametro b* nos indica la tendencia hacia el color amarillo. En este
estudio se encontro un valor de 12.51 el cual fue superior a lo reportado por Park et
al. (2010) que fue de 11.05; de acuerdo a Chamorro-Ramirez, (2015) este
parametro podria determinar el estado quimico en que se encuentre la mioglobina;
sin embargo la formacidn de metabioglobina (mioglobina oxidada) vy
deoximioglobina (reducida) depende de numerosos factores tales como la presion
parcial de oxigeno, temperatura, pH y el crecimiento microbiano (Mancini & Hunt,
2005; Abril et al., 2001).

La carne presentd6 una dureza de 386.512 N. (Tabla 4), Lee et al. (2016)
determinaron una dureza del musculo dorsal de carne de res de 402.366 N, cabe
hacer mencién que la dureza en carne esta influenciada por la edad del animal, el
sexo, el pH en carne y la procedencia de la carne en cuanto a la posicion en la

canal.
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Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de la carne fresca

Determinacion Carne fresca
CRA (mL retenidos /100g de

came) 12.89 + 1.13
pH 5.33+£0.18
Color

L* 36.58 £ 0.59
a* 17.19 £ 0.47
b* 12.51 £ 0.87
Textura

Dureza (N) 386.512 + 0.01

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar.

7.1.3 Analisis Microbioldgico

En los resultados del analisis microbioldgico (Tabla 5), se encontré que de acuerdo
a los limites maximos establecidos por la NOM-034-SSA1-1993 permite 1000 UFC/g
de S. aureus, pero Salmonella y L. monocytogenes debe estar ausente, sin
embargo, la carga bacteriana inicial de L. monocytogenes fue de 5.99 log UFC/g,
es decir la carne se encontraba fuera de norma, esta contaminacién pudo haber
sucedido en la manipulacion de la carne, donde los operarios no hicieron uso de las

buenas practicas de procesamiento de la misma.

Tabla 5. Analisis Microbiolégico

Muestra S. aureus Salmonella L. monocytogenes

Ausente en 25 Ausenteen 30g 5.99 £ 0.12 log
Carne Fresca
g de muestra de muestra UFC/g

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar.
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7.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas de Qo y

AEO en carne de res cruda

Los resultados obtenidos del efecto antimicrobiano de las peliculas de quitosano
durante el almacenamiento se muestran en la Tabla 6, donde se observa que en los
tratamientos C-IPV y C-IP se logré reducir 3.28 log UFC/g en el dia 7 que equivale
a un 41.3% de reduccion en relacion al tratamiento control, y 3.39 log UFC/g en el
dia 14 que equivale al 40.2% de reduccion microbiana en funcion al control; el
tratamiento C-IV redujo 0.51 log UFC/g en el dia 7 lo que equivale a un 6.5% y 0.37
log UFC/g en el dia 14 equivalente a 4.5%, mientras el tratamiento control 1 alcanz6
una concentracion de Listeria de 8.44 log UFC/g, incrementando 1.05 log UFC/g en
el dia 14. Por lo tanto, se puede aseverar que la aplicacién de la pelicula favorece
un porcentaje de reduccion microbiana de aproximadamente 40% durante 14 dias

de almacenamiento de la carne a 5 °C.

En los tratamientos C-PV, C-P se redujo 3.05 log UFC/g en el dia 7 equivalente a
una reduccién del 44% y 3.01 log UFC/g en el dia 14 lo que equivale al 41.1% de
reduccion, el tratamiento C-V se redujo 0.41 log UFC/g en el dia 7, equivalente a
5.9% y 0.53 log UFC/g en el dia 14 equivalente a una reduccion del 7.2%; el
tratamiento control 2 alcanz6 una cuenta final de 7.31 log UFC/g, incrementando
1.32 log UFC/g para el dia 14.
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Tabla 6. Efecto antimicrobiano de peliculas de quitosano con aceite esencial de
orégano en medallones de Top Sirloin de res contra Listeria innocua (Log UFC/g)

almacenada a =5 °C.

Tratamientos Dia 0 Dia7 Dia 14
C-IPv 7.38+0.1224 4,69 +0.07°t  5.04 + 0.06°E
C-IP 7.38£0.12%A 4,92+ 0.05°F 5.29 + 0.01%E
C-lv 7.38+0.12°% 7.46 +£0.35°2 8.06 + 0.29%8
C-1 7.38+0.122A  7.98 +0.07°* 8.44 + 0.09°
C-PV 5.99+0.04%® 3.88 +0.05°F 4.30 + 0.02bF
C-P 5.99+0.04%8 4.13+0.12°F 4,56 + 0.10°"
C-v 5.99 +0.04°® 6.53 +0.07°P 6.78 + 0.06°
C-2 5.99 +0.04°®  6.94 +0.06°C 7.31 +0.042C

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con
diferente letra mindscula indican diferencia significativa en los dias de
almacenamiento; letra mayuscula indica diferencia entre los tratamientos.
Tratamiento (C-IPV): Con indculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con inéculo,
pelicula, sin vacio; (C-IV): Con inéculo, vacio; (C-1) Control-1: Con in6culo;
(C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con pelicula; (C-V): Con vacio; (C-2)

Control-2: Sin in6culo, sin pelicula y sin vacio.

Se encontré que no existe un efecto sinérgico (p > 0.05) entre la aplicacion de la
pelicula y el tipo de envasado que se utilice, independientemente de que se inocule
0 no Listeria en la carne, esto es que la utilizacion de vacio en el envasado no tiene
efecto en la disminucién en la cuenta microbiana, por lo que el efecto antimicrobiano
se debe unicamente a la pelicula de quitosano ya que esta se encuentra en contacto

directo con la carne favoreciendo esta disminucion.

Considerando estos resultados, se concluye que la pelicula de quitosano con aceite
esencial de orégano favorece la disminucion de la carga microbiana, lo que no se
observo en los tratamientos envasados sin pelicula; esto se podria atribuir a los

componentes principales de la pelicula que son el quitosano y aceite esencial de
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orégano, los cuales han demostrado tener propiedades antimicrobianas, de acuerdo
con (Dutta et al., 2009) el mecanismo de accion del quitosano se debe a la
interaccion del grupo amino cargado positivamente, con los residuos de
macromoléculas cargados negativamente que se encuentran en la superficie celular
microbiana (Siripatrawan & Noipha, 2012), y el aceite esencial de orégano debido a
que una de las caracteristicas importantes de los aceites esenciales y sus
componentes es su hidrofobicidad que les permite interactuar en los lipidos de la
membrana celular bacteriana y las mitocondrias, alterando las estructuras vy
haciéndolas mas permeables (Burt, 2004). Sin embargo, la accién antimicrobiana
depende de ciertos factores como el tipo de microorganismo, el pH del medio asi
como la temperatura; el efecto inhibitorio del timol, que es uno de los principales
compuestos fendlicos presentes en el aceite esencial de orégano, es mayor en un
pH de 5.5, debido a que la molécula del agente antimicrobiano esta disociada,
logrando unir mejor las partes hidrofobicas de las proteinas, facilitando la disolucién

de la fase lipidica de la membrana (Garcia-Garcia et al., 2008)

La union de estos agentes antimicrobianos en la pelicula produce un efecto
sinérgico que permite la reduccidon de la cuenta microbiana en la carne; dicha
sinergia ya se ha demostrado en otros estudios tales como el de Zivanovic et al.
(2005) que demostraron la eficacia antimicrobiana de peliculas de quitosano (1.5%)
y aceite esencial de orégano (2%) reduciendo 4 log de Listeria monocytogenes en
bologna; también Khanjari et al. (2013) demostraron que la combinacion de N,O-
carboximetil quitosano y aceite esencial de orégano inhibié L. monocytogenes en
filetes de pollo a partir del dia 2 de almacenamiento; estos y otros estudios han
demostrado la efectividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano, debido a
la presencia de los compuestos fendlicos, sin embargo las diferencias en la eficacia
antimicrobiana de las peliculas y recubrimientos a base de quitosano y aceite
esencial reportados en la literatura se debe a la concentracion en que se encuentran
presentes dichos compuestos y a la variedad vegetal, su origen, el tiempo de
cosecha, las condiciones de procesamiento y almacenamiento (Zivanovic et al.,
2005).
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7.3Caracterizacién fisicoquimica de los tratamientos durante el

almacenamiento.

7.3.1 Analisis Quimico Proximal

Los resultados del AQP durante el almacenamiento se muestran en la Tabla 7
donde se observa que el contenido de humedad de los tratamientos que estaban
(p<0.05) durante el

almacenamiento. De acuerdo con Atarés & Chiralt, (2016) mencionan que al

envasados con pelicula disminuy6 significativamente

incorporar un compuesto hidrofdbico como ingrediente en la elaboracion de
peliculas no garantiza que la permeabilidad al vapor de agua aumente ya que ésta
se vera afectada por el estado fisico del aceite y por la mezcla entre los
componentes de la pelicula; por lo tanto se supone que la interaccidn de la pelicula

con la carne favorecio la eliminacion de humedad.

Tabla 7. Contenido de humedad (%) de los tratamientos almacenados durante 14

dias
Tratamientos Dia 0 Dia 7 Dia 14
C-PV 74.462 +0.683%A  70.410 +1.138"2  67.531 + 0.891°C
C-P 74.462 +0.683%A  71.180 + 0.744"®  69.903 + 1.112°8
C-v 74.462 + 0.683%A  74.425+0.203%A  74.354 + 0.648%A
C-2 74.462 +0.683%A  74.494 +0.1842A  74.464 + 0.497%A

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacidon estandar. Letras diferentes en minuscula
indican diferencia significativa entre los dias de almacenamiento (filas) y las mayusculas
entre los tratamientos (columnas). Tratamiento (C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con

pelicula; (C-V): Con vacio; (C-2) Control-2: Sin in6culo, sin pelicula y sin vacio.

En la determinacién de proteinas (Tabla 8) y cenizas (Tabla 9) se observé una
disminucién en todos los tratamientos durante el almacenamiento, de acuerdo con
Montowska & Pospiech (2013) la carne tiene proteinas de baja estabilidad que

durante el envejecimiento van disminuyendo considerablemente, algunas de ellas
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se degradan totalmente. De acuerdo con Magsood et al. (2015) en el dia 9 de
almacenamiento las proteinas de carne de camello tratadas con compuestos
B_

tropomiosina; quienes atribuyen estos resultados a la oxidacion de las proteinas que

fendlicos presentaron degradacion de actina, miosina, a-tropomiosina,

se cree resulta en la fragmentacion y degradacion de la proteina estructural.

Tabla 8. Contenido de proteina (% b.s.) de los tratamientos almacenados durante
14 dias

Tratamientos Dia 0 Dia 7 Dia 14
C-PV 84.21 £0.20%A 76.30 £ 0.17°A 71.11 £ 0.39%A
C-P 84.21 £0.20%A  75.44 £ 0.69°A 70.76 + 0.79
Cc-v 84.21 +0.20%A 80.03 + 0.14°A  73.01 + 0.88
C-2 84.21 +0.20%A 79.88 + 0.97°A 73.16 £ 1.10%A

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Letras diferentes
en minuscula indican diferencia significativa entre los dias de almacenamiento
(filas) y las mayusculas entre los tratamientos (columnas). Tratamiento (C-PV):
Con pelicula y vacio; (C-P): Con pelicula; (C-V): Con vacio; (C-2) Control-2:

Sin indculo, sin pelicula y sin vacio.

Tabla 9.

14 dias.

Contenido de cenizas (% b.s.) en los tratamientos almacenados durante

Tratamientos

Dia 0

Dia 7

Dia 14

C-PV
C-P
C-v
C-2

4.51 + 0.15%A
4.51 +0.15%A
4.51 + 0.15%A
4.51+0.15%

3.30 +0.02°A
3.43 +0.06%
3.53+0.13%
3.38 £ 0.02%

2.34 +0.07°A
3.39 +0.523A
3.23 +0.14%A
2.95 + 0.08%A

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacidon estandar. Letras diferentes

en minuscula

indican

diferencia significativa entre

los dias de

almacenamiento (filas) y las mayusculas entre los tratamientos (columnas).

Tratamiento (C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con pelicula; (C-V): Con

vacio; (C-2) Control-2: Sin inéculo, sin pelicula y sin vacio.
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7.3.2 Capacidad de Retencion de Agua

De acuerdo a los resultados obtenidos durante los 14 dias de almacenamiento que
se muestran en la Tabla 10 se observo que los tratamientos que estaban envasados
con pelicula mostraron una disminucion aproximada de 2 mL/100 g en la CRA en el
dia 7 de almacenamiento y de 3.9 mL/100 g en el dia 14. De acuerdo con Marcos &
Mullen, (2014) las proteinas miofibrilares como la miosina y actina, son los
principales componentes vinculados al agua en el tejido muscular. La pérdida de
estas proteinas es una posible causa de la disminucion de la capacidad de retencion

de agua.

Esta disminucion de la CRA también puede ser atribuido a que el punto isoeléctrico
de las proteinas de la carne es aproximadamente de 5.3 y la CRA es minima; sin
embargo, si el pH es mayor o menor al del punto isoeléctrico entonces la CRA

aumenta (Young et al., 2005).

Tabla 10. Efecto de las peliculas de quitosano con aceite esencial de orégano
sobre la CRA (mL retenidos/100 g de carne) de Top Sirloin de res.

Tratamiento Dia 0 Dia7 Dia 14
C-IPv 11.98 + 0.1134 9.87 +2.04%B 7.94 +0.03%C
C-IP 11.98 £ 0.112A  10.28 £ 0.19PA8 9.88 + (0.11¢ABC
C-lv 11.98 £ 0.112A  11.82+£0.072A8  11.86 + 0.022"8
C-1 11.98 +0.112A  11.87 £ 0.032"B 11,90 + 0.08/8
C-PV 12.89 +1.13%A  10.12 £ 1.402"AB 7,91 + 1.37°C
C-P 12.89 + 1.13%A 9.91 +0.01b8 8.91 + 0.63¢BC
C-v 12.89 +1.13%A  12.89 + 1.38%A 12.89 + 1.35%A
C-2 12.89 +1.13%A  11.84 £0.10%*8 11,90 + 0.032A8

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacién estandar. Los valores con diferente
letra minuscula indican diferencia significativa en los dias de almacenamiento; letra

mayuscula indica diferencia entre los tratamientos. Tratamiento (C-IPV): Con
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indculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con inéculo, pelicula; (C-1V): Con inéculo, vacio; (C-
1) Control-1: Con inéculo; (C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con pelicula; (C-V):

Con vacio; (C-2) Control-2: Sin inéculo, sin pelicula y sin vacio.

7.3.3 Determinacién del pH de la carne

Durante el almacenamiento (Tabla 11) se observé que los tratamientos que estaban
envasados con pelicula tuvieron un incremento en el valor del pH en el dia 7 de
almacenamiento; Suman et al. (2011) tuvieron un comportamiento similar en los
tratamientos que aplicaban 1% de quitosano en la carne de res. Los tratamientos
sin pelicula no tuvieron diferencia significativa (p < 0.05) entre el dia 0 y el dia 7 de
almacenamiento. Sin embargo, en el dia 14 los tratamientos C-IPV y C-PV no
mostraron diferencia respecto al dia 7, mientras el resto de los tratamientos tuvieron
una disminucion del pH lo cual se le puede atribuir a las bacterias presentes en el

envasado, esto segun lo reportado por Emiroglu et al., (2010).

Tabla 11. Efecto de la pelicula de quitosano con aceite esencial de orégano sobre
el pH de Top Sirloin de res.

Tratamiento Dia 0 Dia 7 Dia 14
C-IPV 5.27 £0.02°4 552 +0.072A  5.43+0.012A
C-IP 5.27 £0.02°4 554 +0.03%A 511 +0.11°B
C-lv 5.27 +0.02%* 519+0.032®  4.66 + 0.05BC
C-1 5.27 +0.023*  5.26 + 0.03%8C  4.20 + 0.08"E
C-PV 5.33+0.01°* 545+ 0.04%B 546 +0.07%A
C-P 5.33+0.01°* 535+ 0.0328C 5,12 + 0.04°CP
C-v 5.33+0.01%* 5.21+0.012°®  4.46 +0.03°P
C-2 5.33+0.012* 528 +0.022°D  4.45 + 0.03°P

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con

diferente letra mindscula indican diferencia significativa en los dias de

almacenamiento; letra mayuscula indica diferencia entre los tratamientos.

Tratamiento (C-IPV): Con indculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con indculo, pelicula,
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sin vacio; (C-IV): Con inéculo, vacio; (C-1) Control-1: Con inéculo; (C-PV): Con
pelicula y vacio; (C-P): Con Pelicula; (C-V): Con vacio; (C-2) Control-2: Sin

inoculo, sin pelicula y sin vacio.

7.3.4 Diferencia total de color (AE)

La diferencia de color total (AE) es la medida del cambio de color con respecto al
color de la muestra original (carne fresca). Todos los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes en dia 7 y dia 14 de almacenamiento, por lo tanto, se
puede decir que el tipo de envasado utilizado influyé en la retencion de color. Para
los tratamientos envasados con pelicula (C-PV y C-P) hubo un incremento
significativo en los valores de AE entre el dia 7 y 14 de almacenamiento; sin
embargo, el tratamiento C-PV presenté una diferencia de color de 1.75 en el dia 7
y de 4.58 en el dia 14 de almacenamiento, mientras que el tratamiento control fue
de 13.38 en el dia 7 y 12.89 en el dia 14.

14 - aA
% aA
12 aB 7
aB
* 10 A
4 - PV
8 1 @3 cP
. c-v
o 2C c2
bC
4 - aD
5 bD
0 . . .
7 14
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Figura 3. Diferencia total de color (AE)

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con diferente letra mindscula
indican diferencia significativa en los dias de almacenamiento; letra mayuscula indica diferencia entre
los tratamientos. Tratamiento (C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con Pelicula; (C-V): Con vacio;

(C-2) Control-2: Sin indculo, sin pelicula y sin vacio.
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Park et al., (2010) analizaron carne roja envuelta en peliculas de quitosano (1-8%)
envasadas al vacio a 3 °C, obteniendo un valor en AE de 8.53 en las muestras que
tenian el 1% de Qo en el dia 7. Esta diferencia total de color es mayor a la
encontrada en este trabajo, probablemente debido a las propiedades antioxidantes
del quitosano y de los compuestos fendlicos del aceite esencial utilizado en la

elaboracion de la pelicula.

7.3.5 Diferencia total de a* (Aa*)

Los valores positivos de a* miden el enrojecimiento y se utilizan para medir el color
de la carne roja fresca; el valor Aa es la medicion de los cambios en los valores de
a*, lo que indica la estabilidad del rojo durante el tiempo de almacenamiento (Park
et al., 2010). En la Figura 4 se observa la misma tendencia que en AE, hubo un
incremento del valor de Aa en el tiempo de almacenamiento para los tratamientos
envasados con pelicula. Sin embargo, el tratamiento C-PV tuvo un valor de Aa de
1.80 en el dia 7 y de 2.97 en el dia 14 de almacenamiento; mientras que en el
tratamiento control Aa fue de 11.54 en el dia 7 de almacenamiento y 11.89 en el dia
14; es decir los tratamientos envasados con pelicula tuvieron los menores cambios
en el color rojo, lo cual nos lleva a suponer que la pelicula esta ejerciendo un efecto

de retencioén de color.

De acuerdo con Park et al., (2010) el mecanismo de accion del quitosano en la
retencion de color no ha sido totalmente investigado, sin embargo puede estar
relacionado con la capacidad quelante para iones metalicos debido a que sus
grupos amino e hidroxilo actuan como donadores de electrones y pueden absorber
el hierro férrico (Fe®*) de la metamioglobina, que oxida la carne mediante la
generacion de radicales libres. Es decir, el hierro libre del tejido de la carne puede
ser absorbido por el quitosano y puede estabilizar el color en la superficie de la

carne.

Resultados



Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

14 1

aA aA
12 4 aA
aA -7'-'
10 A
6. 7 PV
* C-P
© == v
< 6 - / aB 773 C-2
4 o aC
aC /
2 4
0 T T T T T
7 14

Tiempo (Dias)

Figura 4. Diferencia total de a* (Aa*)

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con diferente letra minuscula
indican diferencia significativa en los dias de almacenamiento; letra mayuscula indica diferencia entre
los tratamientos. Tratamiento (C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con Pelicula; (C-V): Con vacio;

(C-2) Control-2: Sin indculo, sin pelicula y sin vacio.
7.4Determinacion de textura

En los resultados obtenidos en la determinacion de dureza (Tabla 12) se observo
que el tratamiento C-PV fue el que presentd una disminucion de la dureza durante
el almacenamiento, sin embargo, no presenté diferencia significativa (p < 0.05) con
el resto de los tratamientos; es decir la aplicacién de la pelicula no tuvo efecto sobre
la dureza de la carne. Los elementos estructurales y los componentes como el
contenido de agua, proteinas, grasa, sal y cenizas afectan en diferentes grados las
propiedades de textura de la carne (terneza, dureza, elasticidad, cohesion,
gomosidad, masticabilidad). Sin embargo, los principales responsables de la textura
en la carne son los componentes estructurales basicos de la carne, como las

proteinas miofibrilares y el tejido conjuntivo. (Krzywdzinska-Bartkowiak et al., 2016).
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Tabla 12. Dureza (N) de la carne fresca durante los 14 dias de almacenamiento

Tratamientos Dia 0 Dia7 Dia 14
C-PV 386.51+0.0022A 386.34+0.001°A 386.35+0.0024
Cc-P 386.51+0.0022A 386.35+0.0012A  385.92+0.4073A
Cc-v 386.51+0.0022A 379.18+1.30%A 386.34+0.0023A
C-2 386.51+0.00234 386.006+0.5912A  385.94+ 0.706%A

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con diferente letra
minuscula indican diferencia significativa en los dias de almacenamiento; letra mayuscula indica
diferencia entre los tratamientos. Tratamiento (C-PV): Con pelicula y vacio; (C-P): Con pelicula;

(C-V): Con vacio; (C-2) Control-2: Sin inéculo, sin pelicula y sin vacio.

7.5Efecto antimicrobiano de la pelicula de quitosano y aceite

esencial de orégano contra Listeria innocua en carne asada

Los resultados obtenidos en muestras de carne asada se muestran en la Tabla 13
donde se observa que los tratamientos C-IPV y C-IP presentaron una eliminacion
de la carga microbiana a partir del dia 7 de almacenamiento; mientras que el
tratamiento control presento una carga de 5.03 log UFC/g en el dia 7 de
almacenamiento y 4.87 log UFC/g el dia 14 durante los 14 dias de almacenamiento,
al igual que en las muestras de carne fresca la aplicacion de vacio no tuvo efecto
en los tratamientos envasados con pelicula; por lo tanto, esta reduccion de L.
innocua se debe al efecto antimicrobiano de la pelicula de Qo y AEO tal como

sucede en las muestras de carne cruda.

Lo que sugiere que, de existir una posible contaminacién por Listeria debido a las
malas practicas de manufactura, la aplicacion de esta pelicula eliminaria totalmente
este microorganismo durante el almacenamiento a temperatura de refrigeracion,

asegurando el consumo innocuo de este alimento listo para consumir.
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Tabla 13. Efecto antimicrobiano de peliculas de quitosano con aceite esencial de
orégano en Sirloin de res asado contra Listeria innocua en funcién al tiempo,

almacenado a = 5 °C.

Tratamientos Dia 0 Dia 7 Dia 14
C-IPv 5.41+0.07%* 0.00 + 0.00°°© 0.00 + 0.00c¢
C-IP 5.41+0.07%* 0.00 + 0.00°°© 0.00 + 0.00°¢
C-lv 541+0.072* 4.33+0.11°2 4,10+ 0.14°®
C-1 541+0.07%* 5.03+0.05" 4.87 +0.06°*

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con
diferente letra mindscula indican diferencia significativa en los dias de
almacenamiento; letra mayuscula indica diferencia entre los tratamientos.
Tratamiento (C-IPV): Con inéculo, Pelicula, Vacio; (C-IP): Con indculo,

pelicula, sin vacio; (C-1V): Con inéculo, vacio; (C-1) Control-1: Con in6culo.

Resultados similares fueron encontrados por Ye et al. (2008) quienes con la
utilizaciéon de antimicrobianos generalmente reconocidos como seguros (GRAS)
lograron inhibir 6.3 log UFC/cm? de Listeria monocytogenes en salmén ahumado a
las 8 semanas de almacenamiento a 4 °C, utilizando peliculas plasticas recubiertas
de quitosano adicionadas con 4.5 mg/cm? de lactato de sodio y 0.6 mg/cm? sorbato
de potasio; también Jiang et al. (2011) utilizaron peliculas de quitosano con la
incorporacion de 1.2% de lactato de sodio-0.125% de diacetato de sodio y 0.15%
de sorbato de potasio-0.125% de diacetato de sodio logrando la inhibicién de 5.2
log UFC/g de L. monocytogenes en salmén ahumado almacenado durante 6 dias a
4 °C.

7.5.1 Analisis Quimico Proximal de carne asada

En el AQP de los tratamientos de carne asada no se encontré diferencia significativa
(p < 0.05) entre los tratamientos ni entre los dias de almacenamiento en los

resultados de humedad (Tabla 14), grasa (Tabla 15), cenizas (Tabla 16); sin

embargo, en el contenido de proteina (Tabla 17) hubo diferencia significativa en el
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tratamiento C-IPV y C-IP en el dia 7 respecto al tratamiento control C-1. En el dia
14 el tratamiento C-IPV es significativamente diferente al tratamiento control C-1
mientras que en los tratamientos C-IP, C-IV y C.1 no existe diferencia entre ellos. El
calentamiento es el proceso tecnoldgico mas destructivo aplicado a la carne, ya que
deteriora principalmente las proteinas de alto peso molecular (Montowska &
Pospiech, 2013)

Tabla 14. Contenido de humedad (%) de los tratamientos de carne asada

almacenados durante 14 dias

Tratamientos

Dia 0

Dia 7

Dia 14

C-IPV 64.90 + 0.972A 6292 +1.35%* 61.80 + 0.63A
C-IP 64.90 £ 0.97%A 61.00 £ 0.863A 61.67 +2.713A
C-lv 64.90 £ 0.972A 64.25+0.012A 64.43 £ 0.143A
C-1 64.90 + 0.972A  63.28 £ 1.38%*  64.06 + 0.313A

Valores promedio de 3 repeticionestdesviacion estandar. Los valores con la misma
letra en la misma fila no son significativamente diferentes (P > 0.05). Tratamiento
(C-IPV): Con inéculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con indculo, pelicula, sin vacio; (C-

IV): Con indculo, vacio; (C-1) Control-1: Con inéculo.

Tabla 15. Contenido de grasa (%) de los tratamientos de carne asada

almacenados durante 14 dias

Tratamientos Dia 0 Dia 7 Dia 14
C-IPV 3.26 £ 0.49%A 3.11+£0.47% 3.04 £ 0.45%
C-IP 3.26 £ 0.49%A 3.27 £ 2.34%A 3.15+0.112A
C-lv 3.26 + 0.49%A 3.44 +0.20% 3.12+0.82%4
C-1 3.26 + 0.49%A 3.21+0.19%4 3.48+0.1134

Valores promedio de 3 repeticiones+desviacion estandar. Los valores con la misma
letra en la misma fila no son significativamente diferentes (P > 0.05). Tratamiento
(C-IPV): Con indculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con indéculo, pelicula, sin vacio; (C-

IV): Con indculo, vacio; (C-1) Control-1: Con inéculo.
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Tabla 16. Contenido de ceniza (%) de los tratamientos almacenados durante 14

dias.
Tratamientos Dia 0 Dia 7 Dia 14
C-IPv 2.06 £ 0.65** 1.05+0.91A 0.78 £ 0.54%A
C-IP 2.06 £ 0.652* 1.94 +0.27%A 2.01 £ 0.55%
C-lv 2.06 £ 0.65* 1.95+0.20% 1.85+0.15%
C-1 2.06 +0.65%* 1.76 + 0.0924 0.92 +0.7924

Valores promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar. Los valores con la

misma letra en la misma fila no son significativamente diferentes (P > 0.05).

Tratamiento (C-IPV): Con inéculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con inéculo, pelicula,

sin vacio; (C-1V): Con in6culo, vacio; (C-1) Control-1: Con inéculo.

Tabla 17. Contenido de proteina (%) de los tratamientos de carne asada

almacenados durante 14 dias

Tratamientos

Dia 0

Dia7

Dia 14

C-IPV 79.09 + 2.743A  73.48 £ 0.24%8  71.63 + 0.24°C
C-IP 79.09 £ 2.743A 7561 +0.98%8  75.06 + 2.9938C
C-lv 79.09 £ 2.743A  83.99 +2.592A  80.98 + 0.213A8
C-1 79.09 £ 2.743A 83.04 £ 0.382A  82.32 + 1.0228

Valores promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar. Los valores con la
misma letra en la misma fila no son significativamente diferentes (P > 0.05).
Tratamiento (C-IPV): Con indculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con in6culo, pelicula, sin

vacio; (C-IV): Con inéculo, vacio; (C-1) Control-1: Con indculo.

7.5.2 Determinacion de textura en carne asada

No se encontré efecto significativo entre los tratamientos; es decir la aplicacion de
la pelicula no influyé en la dureza de la carne; este parametro disminuyo
significativamente durante el almacenamiento, un comportamiento similar fue el

obtenido por Ruiz de Huidobro et al. (2003) quienes observaron que la dureza de
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carne de novilla y de toro disminuyé a medida que transcurria el tiempo, afirmando
que el debilitamiento progresivo de la carne se debe al envejecimiento, el cual
contribuye a disminuir la dureza de la carne; Jelenikova et al., Pipek & Staruch,
(2008) también menciona que la disminucién de la dureza es debido a la actividad

proteolitica.

Tabla 18. Dureza (N) de la carne asada durante los 14 dias de almacenamiento

Tratamientos Dia 0 Dia7 Dia 14
C-IPV 386.51+0.012A 386.35+0.01°A 386.34+0.01°A
C-IP 386.51+£0.012A 386.35+0.01°A 386.34+0.01°A
C-lv 386.51+£0.012A 386.35+0.01°A 386.30+0.01°A
C-1 386.51+0.012A 386.35+0.05A 386.34+0.01°A

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar. Los valores con diferente letra
minuscula indican diferencia significativa en los dias de almacenamiento; letra mayuscula indica
diferencia entre los tratamientos. Tratamiento (C-IPV): Con inéculo, pelicula, vacio; (C-IP): Con

indculo, pelicula, sin vacio; (C-1V): Con indculo, vacio; (C-1) Control-1: Con indculo.

7.6 Prueba de aceptacion dirigida al consumidor

Los resultados de la prueba de aceptacion se muestran en la Figura 5 donde se
observa que la carne que fue conservada con la pelicula de quitosano y aceite
esencial fue aceptada por el 70% de los consumidores sin embargo realizaron
comentarios como que se sentia mucho el sabor a orégano, que estaba muy
condimentada y que dejaba un resabio amargo. Por este motivo se sugiere que la
aplicaciéon de la pelicula podria realizarse solo sobre un lado del medallén de Top

Sirloin.
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Figura 5. Aceptacion de Top Sirloin de res envasado con la pelicula de quitosano y
aceite esencial de orégano.
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8. CONCLUSIONES

» La carne utilizada en esta investigacion se encontro con valores de pH, CRA,
L*, a* b* dentro de los valores normales reportados en la bibliografia; sin
embargo, la cuenta microbiana de Listeria monocytogenes fue superior a lo
permitido por la NOM-034-SSA1-1993

+ La aplicacién de la pelicula de quitosano con aceite esencial de orégano al
3% en Top Sirloin de res cruda disminuyé 3.28 log UFC/g de Listeria innocua
en carne cruda comparada con el valor inicial de 7.98 log UFC/g.

Favoreciendo un porcentaje de reduccion del 41.3%.

» La utilizacién de vacio al aplicar la pelicula de Qo con AEO no mostré efecto

significativo en la reduccion de Listeria innocua, ni en el pH de la misma.

+ La aplicacién de la pelicula favorecié la disminucion del contenido de
humedad (5-6%) y la capacidad de retencion de agua (2-3.9 mL/100 g),
favoreciendo la retencion del color independientemente de la utilizacion de

vacio.

* En Top Sirloin asada la utilizacién de la pelicula de Qo con AEO al 3% inhibio
totalmente el crecimiento de Listeria innocua durante 14 dias de

almacenamiento a temperatura de refrigeracion.

» La carne conservada con la pelicula durante 7 dias y asada fue evaluada

como aceptada por los consumidores y observada por su sabor.
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9. RECOMENDACIONES

* Enjuagar la carne con agua estéril antes de ser envasada para disminuir su

carga microbiana inicial.

« Utilizar esta pelicula para la conservacién de productos carnicos marinados
0 carnes que posteriormente van a ser procesadas y que generalmente son

muy condimentados.

« Utilizar la pelicula sin envolver la carne; es decir su aplicacidén sobre un solo

lado de la carne.

Recomendaciones
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11. ANEXO 1

Formato para la prueba de la prueba de aceptacion dirigida al consumidor.

Evaluacion sensorial

Sexo: F( ) M( )

Edad: 15-25 26-35 mas de 36

Instrucciones: Por favor pruebe las dos muestras de carne y coloque una X en la
linea que corresponda segun su agrado.

Muestra
137 369

Descripcion

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta

Me gusta un poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta un poco

Me disgusta

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

Comentarios:

jGracias por su colaboracion!
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