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¢ Qué tal si deliramos por un ratito?

¢Queé tal si clavamos los ojos més alla de la infamia
para adivinar otro mundo posible?

El aire estara limpio de todo veneno

que no provenga de los miedos humanos

y de las humanas pasiones.

En las calles,

los automoviles serén aplastados por los perros.
La gente no serd manejada por el automovil,

ni sera programada por la computadora,

ni sera comprada por el supermercado,

ni sera tampoco mirada por el televisor.

El televisor dejara de ser

el miembro més importante de la familia

y serd tratado como la plancha o el lavarropas.
Se incorporara a los cadigos penales el delito de estupidez
gue cometen quienes viven por tener o por ganar
en vez de vivir por vivir no mas

como canta el pajaro sin saber que canta

y como juega el nifio sin saber que juega.

En ningln pais iran presos los muchachos

que se nieguen a cumplir el servicio militar

sino los que quieran cumplirlo.

Nadie vivira para trabajar

pero todos trabajaremos para Vvivir.

Los economistas no llamaran “nivel de vida”

al nivel de consumo

ni llamarén calidad de vida

a la cantidad de cosas.

Los cocineros no creeran que a las langostas

les encanta que las hiervan vivas.

Los historiadores no creeran que a los paises

les encanta ser invadidos.

Los politicos no creeran que a los pobres

les encanta comer promesas.

La solemnidad se dejara de creer que es una virtud
y nadie, nadie tomara en serio a nadie

gue no sea capaz de tomarse el pelo.

La muerte y el dinero perderan sus méagicos poderes
y ni por defuncidn ni por fortuna

se convertira el canalla en virtuoso caballero.

La comida no sera una mercancia

ni la comunicacién un negocio,

porque la comida y la comunicacion

son derechos humanos.

Nadie morir4 de hambre

porgue nadie morira de indigestion.

Vil



Los nifios de la calle no seran tratados como si fueran basura
porque no habra nifios de la calle.

Los nifios ricos no seran tratados como si fueran dinero
porque no habré nifios ricos.

La educacion no sera el privilegio de quienes puedan pagarla
y la policia no sera la maldicion de quienes no puedan comprarla.
La justicia y la libertad, hermanas siamesas,

condenadas a vivir separadas

volveran a juntarse bien pegaditas espalda contra espalda.
En Argentina, las locas de plaza de mayo

seran un ejemplo de salud mental

porqgue ellas se negaron a olvidar

en los tiempos de la amnesia obligatoria.

La santa madre iglesia corregira algunas erradas

de las tablas de Moisés

y el sexto mandamiento ordenard

festejar el cuerpo.

La iglesia también dictara otro mandamiento

que se le habia olvidado a Dios:

“Amaras a la naturaleza de la que formas parte”.

Serén reforestados los desiertos del mundo

y los desiertos del alma.

Los desesperados seran esperados

y los perdidos serén encontrados

porque ellos se desesperaron de tanto esperar

y ellos se perdieron por tanto buscar.

Seremos compatriotas y contemporaneos

de todos los que tengan

voluntad de belleza y voluntad de justicia

hayan nacido cuando hayan nacido

y hayan vivido donde hayan vivido

sin que importe ni un poquito

las fronteras del mapa ni del tiempo.

Seremos imperfectos porque la perfeccion

seguira siendo el aburrido privilegio de los dioses,

Pero en este mundo,

en este mundo chambon y jodido

seremos capaces de vivir cada dia como si fuera el primero
y cada noche como si fuera la ultima.

Eduardo Galeano
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RESUMEN

A partir de la década de 1990, las exportaciones de carne de cerdo mexicana se
incrementaron de forma acelerada, desde 494 hasta 64,464 toneladas en 2011, las cuales
estan dirigidas principalmente al continente asiatico, particularmente a Japon. Sin
embargo, debido a que la carne es un alimento altamente perecedero y susceptible a
deteriorarse, se hace necesario buscar nuevas formas de conservacion para prolongar su
vida dtil. Por lo anterior, se elaboraron y evaluaron recubrimientos comestibles a base de
quitosano y extractos de té verde, para aplicarse en carne de cerdo. Se evaluaron dos
recubrimientos elaborados a base de quitosano y extractos de té verde [industrial (EI) y
experimental (EE)], a diferentes concentraciones (0.05, 0.1, 0.5 y 1%, p/p). Los
recubrimientos fueron evaluados de acuerdo a sus propiedades mecanicas y de color,
ademas de la capacidad antioxidante, al igual que a los extractos. Los resultados
muestran que el EIl presentd mayor contenido de flavonoides que EE (15.20 y 6.49%),
asi como de fenoles totales (58.26 y 43.31%). Respecto a la capacidad antioxidante, el
El demostré inhibir en mayor medida al radical DPPH, observidndose el mismo
comportamiento en los recubrimientos. Los tratamientos con adicion de 0.05 y 0.1% de
ambos extractos, mostraron mayores porcentajes de elongacion, mientras que respecto al
color, los valores de a* y b* aumentaron conforme se increment6 la concentracion de los
extractos; aunque L* disminuyé por la adicién del El en el recubrimiento. La evaluacion
de la capacidad antibacteriana tanto del quitosano como de los extractos se observd
diferenciada para cada tipo de bacteria, observandose un retraso en el crecimiento para
todas las bacterias sin importar el tipo de extracto (p>0.05). En base a los resultados
obtenidos se eligi6 aplicar el recubrimiento adicionado con El en concentraciones de 0,
0.1 y 0.5% sobre carne de cerdo fresca (M. L. dorsi), en esta etapa se observé una
disminucion (p<0.05) de la carga microbiana por la aplicacion del recubrimiento, sin
importar el porcentaje de adicion de té verde, sin embargo este si tuvo influencia en la
reduccion de la oxidacion de lipidos (TBARS). La aplicacion de los tratamientos no
provocO cambios en el color de la carne ni en el oscurecimiento del hueso en cortes
envasados al vacio. El extracto de té verde aunado al quitosano es una buena opcion para

prolongar la vida util de la carne de cerdo.
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Palabras clave: calidad de la carne, recubrimiento comestible, propiedades
mecénicas, color, capacidad antioxidante, oxidacion de lipidos.
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ABSTRACT

From the 1990s, exports of Mexican pork increased at an accelerating rate from
494 to 64,464 tons in 2011, directed mainly to Asia, particularly to Japan. However,
because the meat is a highly perishable and susceptible to deteriorate food, it is
necessary to seek new forms of conservation to prolong its shelf life. Therefore, edible
coatings based on chitosan and two different types of green tea extracts [Industrial (EI)
and experimental (EE)] were developed to be applied on pork meat. The mechanical
properties, color, antioxidant and antimicrobial capacity of coatings containing different
concentrations (0.05, 0.1, 0.5 and 1%, w / w) of green tea extract were evaluated. The
results showed that the higher content of El flavonoids than EE (6.49% and 15.20), as
well as total phenolic content (58.26 and 43.31%), respectively. The coatings containing
El extract shown higher inhibition of the DPPH radical. Regarding the mechanical
properties, the coatings with 0.05 and 0.1% of any of both tea extracts have higher
elongation capacity. The color of the coatings was affected by the concentration of tea
extract, the a* and b* parameters increased and L* decreased proportionally at higher
extract content. Evaluating the antibacterial capacity of chitosan as both extracts was
observed differentiated for each type of bacteria, showing a growth delay for all bacteria
regardless of type of extract. Based on the results was chosen to apply the added coating
El at concentrations of 0, 0.1 and 0.5% of fresh pork (M. L. dorsi), at this stage a
decrease (p <0.05) of microbial load was observed by applying the coating, regardless of
the percentage of added green tea, however the treatments had influence in reducing
lipid oxidation (TBARS). The treatments application did not cause changes in the color
of the flesh nor bone darkening vacuum packaged cuts. The green tea extract combined
with the chitosan is a good option to extend the shelf life of pork.

Keywords:  meat quality, edible coating, mechanical properties, color,

antioxidant capacity, lipid oxidation.
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I. INTRODUCCION

Actualmente, la carne de cerdo es el primer tipo de carne consumido a nivel
mundial, en cuanto a volumen (FAOSTAT, 2014). Esta substancial aceptacion por parte
de los consumidores, se debe en gran parte, a las mejoras genéticas que se han realizado
a la especie, con la finalidad de cambiar el perfil de &cidos grasos presentes, haciendo de
la carne de cerdo un alimento rico en nutrientes, a la vez que saludable. Sin embargo, la
carne por ser un alimento rico en proteinas y grasas, es susceptible al deterioro tanto por
la contaminacion microbiana asi como por la oxidacién de lipidos, lo cual puede
derivarse en rechazo por parte del consumidor, e incluso puede causar dafos a la salud
(Siripatrawan y Noipha, 2012). Es por ello que es muy importante asegurar su calidad

fisicoquimica, microbioldgica y sensorial.

Hoy en dia las exigencias de comercializacion de la carne de cerdo a nivel
mundial dan pie a un nuevo reto tecnoldgico, ya que se hace necesario establecer
estrategias que permitan conservar las caracteristicas de calidad de la carne durante los
largos periodos de transporte y almacenamiento al que es sometido este alimento. El
problema se deriva a partir de que los centros de produccion de muchos alimentos no
estan cerca del lugar de consumo; y en especifico, en el caso de la carne de cerdo,
algunos embarques deben viajar por mas de 20 dias para llegar al consumidor final,
como es el caso de las exportaciones a oriente. Ademas, deben hacer este viaje sin ser
sometidos a un proceso de congelaciéon para no comprometer su calidad organoléptica
(Naviera-NYK, 2014).

Una posible solucion a las exigencias del mercado por mejorar la conservacion
es la aplicacion de un recubrimiento comestible a base de quitosano, el cual ha

demostrado tener propiedades antioxidantes, antimicrobianas y de formacion de



recubrimientos (EI Ghaouth et al., 1997; Li y Yu, 2001; Coma, 2008). Otras
investigaciones han demostrado que la adiciébn de compuestos activos en los
recubrimientos, mejora su capacidad para conservar la calidad (Bégin y Van Calsteren,
1999; Quintavalla y Vicini, 2002; Sebti y Coma, 2002; Durango et al., 2006; Sanchez-
Gonzalez et al., 2009; Atarés et al., 2010; Fajardo et al., 2010).

Por otro lado, uno de los aditivos de origen natural que han demostrado muy
buenos resultados al aplicarse en alimentos es el té verde, el cual ha demostrado poseer
capacidad antioxidante y antimicrobiana (Arakawa et al., 2004; Almajano et al., 2008;
Forester y Lambert, 2014; Tao y Lambert, 2014). Asi entonces, esta investigacion esta
especificamente dirigida a generar un recubrimiento con base de quitosano y adicionado
con té verde. Ambos compuestos han probado su capacidad antioxidante y
antimicrobiana en diferentes investigaciones cientificas, aplicadas en forma separada o
conjunta (Bégin y Van Calsteren, 1999; Quintavalla y Vicini, 2002; Almajano et al.,
2008; Mbata et al., 2008; Kong et al., 2010; von Staszewski et al., 2011; Siripatrawan y
Noipha, 2012), aunque no existen muchas evidencias de estudios que prueben su

aplicacion en carne fresca.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo de investigacion fue establecer el
efecto de la aplicacién de un recubrimiento comestible con base de quitosano y

adicionado con extracto de té verde, sobre la vida util de la carne de cerdo fresca.



II. ANTECEDENTES

2.1 Situacién Actual de la Produccion, Consumo y Comercializacion de la Carne de
Cerdo

La carne de cerdo se ubica entre las tres principales mas consumidas a nivel
mundial. Su consumo estd asociado fuertemente al entorno cultural, econdémico,
sensorial y publicitario. Asi por ejemplo, en los paises musulmanes el consumo de carne
de cerdo es muy bajo, o nulo; sin embargo, en relacion al aspecto econdmico, se observa
facilmente el contraste entre Africa y Europa, considerando un consumo pér capita de
1.4y 34.2 kg para el afio 2009, respectivamente (Font-i-Furnols y Guerrero, 2014).

En el 2011, segun los datos del FAOSTAT (2014), la carne de cerdo ocupo el
primer lugar, en consumo, en Europa y Asia; el tercer lugar en América y Oceania; y en
general, el primer lugar como la carne mas consumida a nivel mundial (Figuras 1y 2). A
pesar de que en Asia el consumo per capita de carne de cerdo es intermedio (15.3
kg/afio) (2009), en 2011 la poblacién de esta region fue la principal consumidora a nivel
mundial, con 62.5 millones de toneladas, lo cual represento el 57.81%.

El continente asiatico no solo es el principal consumidor, también es el mayor
productor a nivel mundial, principalmente China, que en 2011 produjo 59.68 millones de
toneladas, conservando el primer lugar en produccion con el 45.71% del total de la

produccion, seguida de lejos por Estados Unidos de Ameérica con el 9.56% (Figura 3).

Asi entonces, China siendo el primer productor a nivel mundial, en el 2011
ocupo el lugar 11° en exportaciones y el 3° en importaciones. Alemania en cambio,

ocupo el 3% lugar en produccion, pero el primero en exportacion, y no figurd entre los



Figura 1. Consumo aparente (en millones de ton) de carne de cerdo (C), pollo (P), res
(R) y otras carnes (O) durante el 2011, por continente. Elaboracién propia con datos del
FAOSTAT (2014).
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Figura 2. Consumo aparente (en millones de ton) de carne por especie animal, a nivel
mundial. Elaboracion propia con datos del FAOSTAT (2014).
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primeros 15 paises importadores; es decir China consume mas de lo que produce,
mientras que Alemania produce mas de lo que consume. Pero un caso méas claro de
consumo es el de Japon, que ocupd el lugar 15° en produccion, ni figurd entre los
primeros 15 exportadores, siendo el primer pais importador de carne de cerdo a nivel
mundial, con un total de 1.19 millones de toneladas, lo que comparativamente

correspondio al 99.5% de la produccion total de México para ese afio (Figuras 3, 4y 5):

En 2011, México se coloco en la posicion 16, entre los paises con mayor
produccion de carne de cerdo a nivel mundial, con 1.20 millones de toneladas. También
se ubico en el nimero 10 entre los principales importadores, y en el lugar 41° en
exportacion a nivel mundial con 64,464 toneladas anuales, representando tan solo el

0.059% de la produccion mundial, con un valor de 343.7 millones de ddlares.

A partir de la década de 1990, México comienza a exportar carne de cerdo, de
manera importante (Figura 6), cuando las exportaciones de este tipo de carne se disparan
de forma acelerada, desde 0.494 hasta 64.464 miles de toneladas, en un lapso de 21
afios, es decir en el afio 2011. En cuanto al destino de estds exportaciones, se observa un
fendmeno interesante, ya que a partir del 2002, la mayor parte, que antes se destinaba a
EUA, se direcciona al mercado japonés; comportamiento que se mantiene e incrementa
en los afios posteriores (Figura 7) (SIAP, 2012). Sin embargo, esta nueva ruta de
comercializacion genera tiempos de traslado que van desde 15 hasta 25 dias, lo cual
representa un reto tecnoldgico en busca de métodos mas efectivos para la conservacion

de la calidad de la carne durante un periodo mas prolongado.
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Figura 3. Principales paises productores de carne de cerdo a nivel mundial durante el
2011. Elaboracion propia con datos del FAOSTAT (2014).
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Figura 4. Principales paises exportadores de carne de cerdo a nivel mundial durante el
2011. Elaboracién propia con datos del FAOSTAT (2014).
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2.2 Alcance del Concepto de Calidad

La norma 1SO-9000 (2005) define calidad como el grado en el que un conjunto
de caracteristicas inherentes cumple con los requisitos. Requisitos que pueden ser
generados por las diferentes partes interesadas, es decir, la calidad podria definirse como
el grado en que un bien o servicio es capaz de satisfacer las necesidades del consumidor.
Segun parece, la mayor dificultad de esta definicion radica en el caracter cambiante,
movil y subjetivo, que parece ser inherente al concepto “consumidor”. Entonces, dado
que estas necesidades o requisitos dependen del consumidor, y el consumidor es un
sector de la poblacion o incluso un individuo, la definicion de calidad puede ser
extendida, como enuncia Caponi (1997) refiriéndose al concepto de salud, inclusive, a
espacios aparentemente tan subjetivos e individuales como es, por ejemplo, el de la
“felicidad”.

La calidad puede cambiar de un lugar a otro, de tiempo en tiempo, de individuo a
individuo e incluso, al mismo tiempo, el valor 6ptimo de ciertos atributos, especialmente
los organolépticos, pueden tener un elevado componente geografico y cultural. Asi por
ejemplo, mientras en el mundo occidental existe una tendencia a consumir carne mas
magra (Cardenia et al., 2011), el mercado japonés aprecia la carne oscura y con alto
contenido de grasa intramuscular. Otro caso es cuando los aspectos englobados bajo la
categoria de calidad social de la carne, pueden ser determinantes en el momento de la
compra, como es el caso de garantizar el bienestar animal y el sacrificio humanitario,
como es el caso de los paises de la Union Europea (Coma y Piquer, 1999). Por supuesto
también se involucran aspectos de calidad que no son evaluados por el consumidor final,
pero que son de suma importancia, como la calidad microbiol6gica y nutrimental; o
estan los factores que deben cumplirse para poder asegurar que se siga consumiendo,

como la calidad organoléptica (Font-i-Furnols y Guerrero, 2014).



2.3. Parametros de Calidad de la Carne de Cerdo

A pesar de la complejidad para definir la calidad de la carne, en general, se
pueden identificar y cuantificar parametros que limitan los margenes de aceptabilidad.
Algunos de los mas sobresalientes son el pH de la carne, el color de la carne y del hueso,

la oxidacion de lipidos, los aspectos organolépticos y la calidad microbioldgica.

El pH se relaciona intimamente con otros parametros de calidad fisica e
industrial. Tanto el color como la capacidad de retencion de agua dependen de los
cambios de pH durante la transformacién postmortem del mdsculo en carne. Los
cambios que se presentan en el pH después del faenado estan regidos principalmente por
la degradacion de glucogeno a acido lactico; proceso de conversion que es llamado
glucogenolisis, que se origina por la activacion de la glucégeno fosforilasa. Una
glucogendlisis continua en el animal puede provocar una disminucion en las reservas de
glucdgeno, y por tanto una caida menos marcada en el pH, debido a la falta de
glucdgeno, siendo el resultado final una carne DFD (dark, firm and dry, por sus siglas en
inglés). En cambio, un estrés intenso momentos antes del aturdimiento provoca un
incremento en la sintesis de &cido lactico, siendo el resultado final una carne PSE (palid,

soft and exudative, por sus siglas en inglés) (Coma y Piquer, 1999).

El pH determina la carga eléctrica de las proteinas y es considerado una de las
causas principales en el cambio de la capacidad de retencion de agua, ya que en el
momento de la muerte del animal las cargas son en su mayoria negativas, y éstas se
repelen entre si; pero con el descenso de pH las cargas positivas del acido “cancelan” las
negativas del musculo. Este efecto de cancelacion de cargas se da hasta alcanzar el
equilibrio, o punto isoeléctrico, el cual ocurre a un pH entre 5.1y 5.3, aproximadamente
(Honikel, 1997).

El color es la primera causa de rechazo de la carne por parte de los
consumidores, por ello es uno de los atributos mas importantes, tanto de la carne como

del hueso. El color de la carne, depende de la concentracion de mioglobina presente en



el masculo. Segun Lawrie (1998), la concentracion de mioglobina en la carne esta
relacionada con factores tales como edad y especie del animal, asi como del tipo de
fibra, entre otros. Inicialmente, el masculo es de color parpura (desoximioglobina);
cuando esta empieza a tener contacto con el oxigeno, durante la transformacién del
masculo en carne, adquiere un color rojo brillante (oximioglobina); pero al continuar

oxidandose, el color rojo brillante cambia a un marron claro (metamioglobina).

La oxidacion de los lipidos puede significar el final de la vida util del producto,
ya que es una de las principales causas del deterioro de los alimentos, y produce
profundas preocupaciones econémicas en la industria alimentaria, porque da lugar a la
aparicion de sabores y olores andmalos, generalmente denominado enranciamiento
oxidativo, en los alimentos que contienen grasas. La combinacion de sabores y olores
anomalos deterioran su calidad organoléptica. Ademas, las reacciones oxidativas rebajan
la calidad nutritiva el alimento y generan ciertos productos potencialmente toxicos
(Nawar, 1984).

La calidad organoléptica depende de varios factores intrinsecos y extrinsecos,
como especie, genotipo, nutricion y edad del animal; asi como de la manipulacion ante
mortem y post mortem, como por ejemplo procedimiento de sacrificio, condiciones de
almacenamiento y tiempo de maduracion (Moelich et al., 2003; Meinert et al., 2009;
Damon et al., 2013; Rossi et al., 2013). Por lo tanto, a veces puede ser dificil mejorar
una caracteristica en carne, pues depende de diversos actores en la cadena de
produccién. Por otra parte, la modificacion en la cadena de produccién para producir una
caracteristica deseada puede afectar negativamente a otras. Lo que esta claro es que estas
propiedades afectan tanto aceptacion como preferencias de los consumidores, y por lo
tanto su intencion de compra y voluntad de pago (Font-i-Furnols y Guerrero, 2014). En
la Figura 8 se muestra el esquema de un modelo multidisciplinario disefiado por estos
autores, sobre los principales factores que influyen en la percepcion del consumidor en
relacién al consumo de carne. Considerando el modelo propuesto, es posible tener una
idea de todos los factores que inciden en la actitud del consumidor respecto a la decision
de adquirir un determinado tipo de carne.
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2.3.1 Estructura y Composicion de la Carne de Cerdo

La carne, se define como la estructura muscular estriada esquelética,
acompariada o no de tejido conectivo, hueso y grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos
linfaticos y sanguineos; proveniente de los animales de abasto, y que no ha sido
sometida a ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o congeladas (NOM-194-
SSA1-2004). La carne se compone de agua, proteinas y aminoacidos, minerales, grasas
y acidos grasos, vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como pequefias
cantidades de carbohidratos (Tabla 1) (FAO, 2014)

El contenido de agua en la carne es un parametro fisico que contribuye a la
calidad de la carne y sus derivados, y estd relacionada con la textura, caracteristicas
sensoriales y color de la carne cruda; y jugosidad y firmeza de la carne cuando esta
cocinada (Restrepo et al., 2001). Una forma de medir la retencion del agua en la carne es
evaluando la capacidad de retencion de agua (CRA), que es la habilidad que exhibe la
carne para retener el agua que se encuentra en ella durante la aplicacion de fuerzas
extremas como corte, calentamiento, trituracion y prensado; y depende del tipo de
proteina y su concentracion, asi como la presencia de hidratos de carbono, lipidos y

sales, al igual que del pH (Restrepo et al., 2001).

El tejido muscular de la carne tiene como unidad fundamental a la fibra
muscular. Las caracteristicas morfologicas y bioquimicas de las fibras musculares
pueden afectar la velocidad de la glucdlisis post mortem y la calidad del musculo en
general. Asi, por ejemplo, los musculos con un mayor porcentaje de fibras tipo Ilb
muestran una mayor capacidad glucolitica que los musculos con mayor porcentaje de
fibras tipo I. El porcentaje de fibras tipo I1b también se correlaciona positivamente con
la produccidn de lactato, y negativamente con el contenido de glucégeno en el periodo
post mortem temprano, mientras que un mayor porcentaje de fibras tipo | se asocia con
una mayor capacidad de retencién de agua y un pH muscular més elevado (Choi et al.,
2012).
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Tabla 1. Composicion nutricional de las carnes y otras fuentes de alimento.

Producto Agua Proteina Grasa Cenizas  Contenido
(%) (%) (%) (%)  energético (KJ)
Carne de vacuno (magra) 75.0 22.3 1.8 1.2 116
Canal de vacuno 54.7 16.5 28.0 0.8 323
Carne de cerdo (magra) 75.1 22.8 1.2 1.0 112
Canal de cerdo 41.1 11.2 47.0 0.6 472
Carne de ternera (magra) 76.4 21.3 0.8 1.2 98
Carne de pollo 75.0 22.8 0.9 1.2 105
Carne de venado (ciervo) 75.7 21.4 1.3 1.2 103
Grasa de vaca (sub-cutanea) 4.0 1.5 94.0 0.1 854
Grasa de cerdo (tocino dorsal) 7.7 2.9 88.7 0.7 812

Fuente: FAO, 2014
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En los ultimos afios, la carne de cerdo ha sido sometida a varios cambios
influenciados principalmente por las exigencias del mercado. Estos cambios se han
dirigido a la produccién de carne mas magra y saludable (Wood et al., 2004). Dado que
una gran proporcion de la ingesta de grasas saturadas en la sociedad occidental proviene
de los alimentos de origen animal, se espera que la produccion de carne con un perfil
lipidico mas insaturado tenga un impacto positivo sobre la salud humana. Sin embargo,
al modificar la fraccion de lipidos de la carne de cerdo se afecta su calidad general
(Cardenia et al., 2011), especificamente el mayor grado de instauracion en los lipidos
aumenta la susceptibilidad a la oxidacion de la carne (Boselli et al., 2010). En la Tabla 2
puede apreciarse la composicion lipidica de la carne de cerdo de machos y hembras, y
como varia en funcién del musculo. En la misma tabla también puede observarse como
la proporcién de acidos grasos insaturados es mayor en cerdo que en ganado bovino, y

comparable con la de Antilope eland (Mas et al., 2011; Barton et al., 2014).

2.3.2 Calidad Microbiol6gica de la Carne de Cerdo

La carne fresca es un producto alimenticio altamente perecedero que, a menos
gue no se tengan las correctas condiciones de procesado, empacado, almacenado y
distribucion, puede deteriorase rapidamente y convertirse en un riesgo para la salud

debido al crecimiento microbiano (Mataragas et al., 2008).

Existen varias fuentes de contaminacion potencial para la carne, éstas pueden
presentarse, previo al sacrificio, en el sacrificio y durante su comercializacion. La
superficie del animal que se encuentran en contacto con el medio ambiente, previo al
sacrificio (piel y heces), es una fuente potencial de contaminacion, pues albergan una
gran variedad de microorganismos; durante el sacrificio, son las condiciones del rastro
las que pueden permitir 0 minimizar los riesgos de contaminacion, y durante la
comercializacion los principales puntos de riesgo son el vehiculo utilizado para el
transporte de la carne, el aire en la salida y el suelo del punto de venta (Kumar et al.,
2014).
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Tabla 2. Perfil de &cidos grasos (%) de grasa intramuscular de cerdos, machos castrados
y hembras, de cruza York, antilope eland (Taurotragus oryx) y ganado vacuno fleckvieh
(Bos taurus). (Mas et al., 2011; Barton et al., 2014)

Acidos grasos M. Longissimus M. M. Longissimus
thoracis Semimembranosus lumborum
Cerdos Cerdos Cerdos Cerdos Antilope Ganado
machos machos vacuno
hembras hembras eland -
castrados castrados fleckvieh
14:0 1.12 1.03 1.38 1.26 4.33 3.56
16:0 22.66 22.47 20.65 20.67 24.40 26.90
18:0 12.66 12.90 10.83 10.72 13.10 17.40
18:1,n—9 33.79 32.38 43.38 42.98 23.30 29.70
18:2, n—6 15.64 16.58 13.69 14.30 12.80 8.07
18:3, n—6 0.16 0.19 0.09 0.17 0.22 0.17
18:3,n—3 0.44 0.43 1.07 1.07 2.26 0.91
20:0 0.20 0.19 0.24 0.21
20:1 0.62 0.61 1.08 1.03
20:2, n—6 0.37 0.39 0.78 0.80
20:3, n—6 0.57 0.61 0.09 0.11 0.65 0.46
20:4, n—6 3.96 4.54 0.35 0.30 7.10 2.02
20:3, n—3 0.12 0.12 0.21 0.21
20:5, n—3 0.19 0.21 ND ND 0.10 0.19
EPA
22:6,n—3 0.21 0.24 ND ND 0.72 0.020
DHA
AGSP 36.80 36.86 33.48 33.31 45.43 51.39
AGMI° 41.51 39.79 50.23 49.70 27.28 34.97
AGPI° 21.68 23.34 16.28 16.98 27.28 13.62
AGPI/AGS 0.60 0.66 0.49 0.51 0.60 0.27
n—6/n—3 20.77 22.23 11.27 11.60 5.04 6.08

ND: no detectado
b: AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: &cidos
grasos poliinsaturados
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En el caso de los microorganismos deteriorativos como Brochothrix
thermosphacta, Pseudomonas spp., y bacterias acido lacticas, su crecimiento provoca
que la carne se considere no apta para el consumo humano. Pero en el caso de los
agentes patdgenos tales como E. coli 0157:H7, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y
Listeria monocytogenes, pueden crecer y causar enfermedades, ya sea por la ingestion de
las propias células bacterianas o por las toxinas que producen (Reuben et al., 2003).
Existen varios informes sobre brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
a causa del consumo de carne (Lunden et al., 2003; Reuben et al., 2003; Prakash et al.,
2005; Kumar et al., 2014).

Los microorganismos deteriorativos actlan sobre la carne durante su
almacenamiento, provocando olores y sabores desagradables. Lo anterior es debido a la
oxidacion de lipidos y a la protedlisis. Asi, el potencial deteriorativo de Brochothrix
thermosphacta es el resultado no sélo de la digestion de carbohidratos, sino también de
su actividad proteolitica. Esto es independiente de la temperatura de almacenamiento del
producto y del método de envasado. Esta bacteria muestra actividad proteolitica no sélo
durante las interrupciones de la cadena de frio, sino también a la temperatura establecida
de refrigeracion (4 ° C). También se ha observado la acumulacién de productos
derivados de la degradacion de proteina y de la descarboxilacion. Por lo tanto, es de vital
importancia evitar la proliferacion excesiva B. thermosphacta (Nowak y Piotrowska,
2012).

La temperatura de almacenamiento se considera el factor de deterioro mas
importante en la carne, debido a que afecta la tasa de crecimiento y el nimero de células
bacterianas finales (Mataragas et al., 2006). Por ello, se han observado cambios de las
poblaciones microbianas bajo diferentes temperaturas de almacenamiento; por ejemplo,
se ha observado que las bacterias psicréfilas Gram positivas, tales como bacterias acido
lacticas (BAL) y Gram negativas, tales como Pseudomonas spp. y enterobacterias,
podrian desarrollarse en la carne a temperaturas de enfriamiento, es decir 4 °C (Gill y
Newton, 1978; Holzapfel, 1998).
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Escherichia coli. A pesar de que la mayoria de las bacterias E coli son inofensivas, un
grupo llamado enterohemorragica puede conducir a insuficiencia renal y provocar
diarreas sangrientas y fuerte dolor abdominal. Un ejemplo del peligro que representa
esta bacteria se observo el 27 de mayo del 2011, cuando la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) alerté sobre el brote de una enfermedad intestinal, relacionada con la
bacteria Escherichia coli en Alemania, que ha causado 276 contagios, de los cuales tres
resultaron fatales (OMS, 2014).

E. coli O157:H7 es la causante de por lo menos 60,000 infecciones y 50 muertes
cada afio en el mundo; también es considerada como una enfermedad transmitida por los
alimentos (ETA), y es la causa mas importante de fallo renal en nifios. La ingestion de
carne sin cocinar o poco cocinada, es la causa mas comun de infeccion por esta bacteria,
presentandose particularmente en carne molida y procesada en grandes cantidades. Dado
que E coli se desarrolla en el intestino y se encuentra en el material fecal, el agua es
también una fuente potencial para que se presente esta enfermedad (Madigan et al.,
2004).

Staphylococcus Aureus. La intoxicacion alimentaria estafilococica es una de las
enfermedades mas frecuentes transmitidas por los alimentos y representa mas una
intoxicacion que una infeccion. La enfermedad se debe a la accién de una toxina
bacteriana presente en los alimentos, mas que al efecto directo de los microorganismos
en el paciente. Los alimentos que se contaminan con mayor frecuencia son las carnes
elaboradas, como el jamén y el cerdo curados con sal, y los derivados lacteos. El
crecimiento de S. aureus en las carnes curadas con sal es debido a su capacidad de
proliferar en presencia de concentraciones elevadas de sal. Los alimentos contaminados
no presentan un aspecto ni un sabor desagradables. El calentamiento posterior de los
alimentos provoca la destruccion de las bacterias, pero no inactiva las toxinas

termoestables que estén presentes en el alimento (Madigan et al., 2004).
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Salmonella. Aunque a veces se le conoce como intoxicacion alimentaria, la
salmonelosis es una enfermedad gastrointestinal debida a una infeccion por Salmonella
transmitida por los alimentos, principalmente de origen animal, como son la carne de
pollo, res 0 huevo. Los sintomas aparecen después de la colonizacion del epitelio
intestinal por el patogeno, estos incluyen un repentino dolor de cabeza, escalofrios,
vomitos y diarrea, seguido de fiebre durante varios dias. Incluso después de la
recuperacion, los pacientes presentan a la bacteria en las heces durante varias semanas.
La salmonelosis también puede producir septicemia, una infeccion en la sangre, fiebre
entérica o fiebre tifoidea, una enfermedad caracterizada por la infeccion sistémica y
fiebre alta durante varias semanas (Madigan et al., 2004).

Listeria monocytogenes. Este microorganismo es de gran importancia entre los
patdgenos asociados a los alimentos, particularmente porque se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza y ha sido aislada de muchas especies de animales y
diferentes alimentos. Se han descrito brotes asociados a ensalada de repollo, quesos no
pasteurizados, leche pasteurizada y diversos productos carnicos, entre otros (Reuben et
al., 2003). Su incidencia en productos carnicos puede deberse a la utilizacién de equipos

deficientemente sanitizados (Lunden et al., 2003).

Dada la importancia que tiene la calidad microbioldgica de la carne, y sus
posibles efectos negativos sobre la salud publica, la normatividad mexicana vigente se
encarga de definir los limites permisibles de las bacterias mas representativas, y de este
modo asegurar que la carne para consumo humano no represente un riesgo para el
consumidor. A continuacion se presenta una tabla donde se resumen, en base a normas,
las especificaciones sobre los limites maximos permitidos de las principales bacterias
que afectan la calidad de la carne, las cuales son Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, bacterias mesofilicas y psicrofilicas

aerobias en general.
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Tabla 3. Limites méaximos permitidos por la normatividad mexicana vigente, del
contenido microbiano en carne cruda. (Secretaria de Salud, 2014)

Microorganismo Limite maximo Norma
Staphylococcus aureus 1 000 UFC/g* NOM-034-SSA1-1993
Escherichia coli 1 000 UFC/g** NOM-194-SSA1-2004
Salmonella spp Ausente en 25g** NOM-114-SSA1-1994
Listeria monocytogenes Ausente en 25g** NOM-143-SSA1-1995
Mesofilicos aerobios 5000 000 UFC/g o mL* NOM-034-SSA1-1993
Psicrofilicos aerobios No reportado en la legislacion

* presente en carne molida o procesada
** presente en carne fresca
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2.3.3 Oxidacion de Lipidos

La oxidacion de lipidos en los productos carnicos se inicia principalmente en la
fraccion altamente insaturada de fosfolipidos de las membranas celulares (Boselli et al.,
2010; Cardenia et al., 2013). Actualmente se ha dado mucha importancia al estudio de
los productos de la oxidacion de los lipidos, y su relacion con la incidencia de diversas
enfermedades cronico degenerativas, y a la pérdida de funcionalidad de la células que
puedan generar alteraciones y/o enfermedades tales como cancer, entre otras (Forester y
Lambert, 2014).

Por otro lado, se ha sefialado a varios de los productos de la oxidacion de lipidos
como responsables de olores y sabores rancios, algunos de los cuales son muy reactivos.
Los productos primarios de la oxidacion de lipidos incluyen compuestos formados
durante las etapas de iniciacién y propagacion temprana, los cuales pueden ser grupos
alquilo, alcoxi y radicales peroxi, ademas de protones extraidos de moléculas vecinas.
Otros productos primarios de la oxidacién, son los perdxidos, los cuales pueden sufrir
una ruptura y formar los productos secundarios de la oxidacion; ademéas de compuestos
de menor peso molecular que incluyen aldehidos, cetonas y epoxidos. Ejemplos
concretos y conocidos de este tipo de compuestos incluyen hexanal, propanal y
malondialdehido (Sakai et al., 1998).

La autoxidacion de los lipidos ocurre a través de una serie de reacciones en
cadena de radicales libres, que incluye las fases de iniciacion, propagacion y terminacion
(Figura 9). En la etapa de iniciacion (Figura 9-1), el radical lipidico Re se forma a partir
del lipido (RH), usualmente por el ataque de radicales, luz, calor, irradiaciones o por
trazas de metales. El radical lipidico (R¢) formado, reacciona rapidamente con oxigeno
(Figura 9-2) para formar un radical peroxido (ROQe), el cual sustrae un atomo de
hidrogeno para formar un hidroperéxido lipidico (ROOH), y un nuevo radical lipidico,
que inicia de nuevo la secuencia de propagacion (Figura 9-3). De esta manera, muchas

moléculas de lipidos pueden ser oxidadas hasta hidroperoxidos por muchas formas de
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RH S R.+H. (1) INICIACION

RHS R 1H. (2) PROPAGACION
K.
R0O0.+0, > ROOH + R. 3
R.+R00.— ROOR (4) TERMINACION
R0O0.- ROO.- ROOR + 0, (5)
R.+R.-> R.R (6)

Figura 9. Proceso de autoxidacion de los lipidos (Rojano et al., 2008).
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iniciacion. El ciclo de propagacion es interrumpido por las reacciones de terminacion

(Figura 9-4, 9-5 y 9-6), en las cuales hay consumo de los radicales (Rojano et al., 2008).

Oxidacion de la Carne de Cerdo. La oxidacion de la carne de cerdo ha sido estudiada
de forma exhaustiva por diversos autores. Los principales componentes para que esta
reaccion se lleve a cabo son: &cidos grasos insaturados, oxigeno y sustancias reactivas al
oxigeno, que actdan facilitando que se lleve a cabo la reaccion. Aungue esta observacion
es general para todos los tipos de carne, existen una serie de caracteristicas inherentes a
la carne de cerdo que la predisponen a una oxidacion acelerada, como es el perfil de

acidos grasos y el tipo de fibras (Faustman et al., 2010).

En general, la carne de animales no rumiantes contiene mayor concentracion de
acidos grasos insaturados, y puesto que la oxidacion requiere de este tipo de acidos
grasos, esta reaccién se lleva a cabo mas rapidamente en carne de cerdo que en la de
rumiantes. No obstante, el perfil de acidos grasos se ha visto modificado a través de los
afios, ya sea por efecto de la especie, raza, sexo e incluso, en cada musculo. Asi por
ejemplo, el ganado bovino (Bos taurus) presenta un perfil de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados de 50.83:35.58:13.58, respectivamente (Barton et al.,
2014); mientras que en el cerdo, Mas et al. (2011) reportaron valores de
27.58:30.14:42.27, lo cual significa que el cerdo presenta un contenido de acidos grasos
poliinsaturados tres veces mayor en proporcién con el ganado bovino, lo que puede

justificar por qué la carne de cerdo es mas susceptible a la oxidacion.

Por otra parte, también se ha demostrado que la estructura y composicion de los
musculos influyen en que lleve a cabo la degradacion oxidativa; asi, una mayor
proporcion de fibras rojas aumenta la susceptibilidad a la oxidacion, debido a que
contienen mas hierro y fosfolipidos que los musculos donde predominan las fibras
blancas (Wood et al., 2004). Cuando los productos carnicos son fortificados con acidos
grasos poliinsaturados n-3 para mejorar su perfil nutricional, también se incrementa la

cantidad de sustrato susceptible a la oxidacion (Apple et al., 2009).
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2.3.4 Color de la Carne

El color de la carne es el criterio principal por el cual el consumidor evalla su
calidad y aceptabilidad. Los consumidores prefieren carne frescas de color rojo brillante,
carnes cocidas de color café o ligeramente gris y carnes curadas de color rosa (Faustman
y Cassens, 1990). Actualmente se realizan esfuerzos para extender la estabilidad del
color de la carne fresca, a través del mejoramiento de la higiene de las instalaciones, los
tratamientos antimicrobianos, el control de la temperatura, el tipo de envasado,
modificaciones en la dieta de los animales, mejoramiento de la raza y manejo de

animales, etc. (MacDougall, 1982; Lawrie, 1985; Hulsegge et al., 2001).

Para entender la mecanica de los cambios de color de la carne en general, y de la
carne de cerdo en especifico, es indispensable hacer un resumen de los principales
factores responsables de esta caracteristica. Varios autores han caracterizado a la
mioglobina (Figura 10a) como la hemoproteina responsable del color de la carne, la cual
se ve afectada por la oxidacion del atomo central de hierro dentro del grupo hemo
(Figura 10c) (Brewer et al., 2001; Mancini et al., 2007b; Suman et al., 2011). El color
depende entonces, tanto de la concentracién como del estado de la mioglobina; estos
factores, a su vez, dependen del tipo de fibras musculares, tipo de almacenamiento y
oxidacion de acidos grasos presentes en la carne (Ryu y Kim, 2005; Faustman et al.,
2010).

Cuando la mioglobina se encuentra en el musculo el &tomo de hierro esta unido a
los cuatro nitrogenos de los pirroles, ocupando cuatro centros de coordinacion; sin
embargo, en estado ferroso (Fe*), el hierro puede formar dos centros més; el quinto
centro lo ocupa el anillo de una N-histidina (his proximal) que fija al grupo hemo
(Figura 10d); el sexto centro, es el lugar al cual se coordina el O, Cuando el hierro del
grupo hemo se encuentra en ausencia de O, se conoce como desoximioglobina y
muestra un color parpura; al fijarse el O,, toma el nombre de oximioglobina (Figura
10e), que es de color rojo cereza. La union del O, al hierro va acompafiada por la

transferencia parcial de un electron del ion ferroso al O, por lo que la estructura se
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; Fel*
1

Proximal
His

Distal
His

®
c) Grupo hemo

a) Mioglobina b) Grupo hemo

His His

[
d) Desoximioglobina e) Oximioglobina
Figura 10. a) molécula de mioglobina mostrando al grupo hemo, b) vista frontal del
grupo hemo, c)vista lateral del grupo hemo, incluyendo vista de la histidina
(His) proximal y distal, d) grupo hemo de la desoximioglobina y e) grupo
hemo de la oximioglobina (Averill y Eldredge, 2011).
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describe mejor como un complejo entre el ion férrico (Fe**) y el anién superéxido (0%)
(Berg et al., 2008). En este punto el O, puede liberarse y ser sustituido por una molécula
de agua, entonces la molécula sufre un cambio de oximioglobina a metamioglobina,

transformandose en un color rojo pardo (Faustman et al., 2010).

También es importante considerar el color caracteristico de la carne de cada
especie, como se muestra en la Tabla 4. La diferencias entre cada especie, generalmente
se asocian a la concentracion de mioglobina en el masculo. Para el caso de la carne de
cerdo se han estudiado las diferencias entre musculos tales como M. Longissimus
thoracis (LT), Gluteus medius (GM), Semimembranosus (SM), Biceps femoris (BF), y
Ttriceps brachi (TB), observandose que en orden ascendente LT< GM<SM<BF<TB, lo
cual se debe a la concentracidon de pigmentos y a la presencia de los diferentes tipos de

fibras (rojas y blancas) Brewer et al. (2001).

Cambios de Color de la Carne. Respecto a la estabilidad del color de la carne, existe
polémica en relacion a establecer si la tasa de oxidacion de la oximioglobina es el factor
determinante, o es la tasa de reduccion de la metamioglobina (O'Keeffe y Hood, 1982;
Ledward, 1985; Faustman et al., 2010). En este sentido se deben tener en cuenta muchos
factores que afectan la oxidacion de la oximioglobina en la carne, pues de esto puede
derivar cualquier cambio de color. Entre los factores que afectan los cambios de color
estan incluidos: a) temperatura de almacenamiento, b) pH, c) remocion de exudados, d)
presién parcial de oxigeno, e) oxidacion de los lipidos, entre otros (Renerre y Labas,
1987; Zakrys et al., 2008; Faustman et al., 2010; Kim et al., 2013).

La temperatura es uno de los principales factores de decoloracion de la carne
fresca, ya que de forma general el aumento de la temperatura acelera las reacciones de
oxido-reduccién de los pigmentos musculares. ElI almacenamiento de la carne a 0°C
permite conservar el color rojo intenso por un periodo de tiempo méas prolongado,
mientras que un aumento de la temperatura de 0 a 4°C, la velocidad de oxidacion del
pigmento (mioglobina) se duplica (Renerre y Labas, 1987).
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Tabla 4. Color tipico de la carne procedente de diversas especies.

Fuente: (Forrest et al., 1979)

Especie Color Mioglobina (mg/g)
Vacuno Rojo cereza brillante  5-10
Ternera Rosa marrén 1-3
Cerdo Rosa grisaceo 1-3
Ovejay Rojo palido a rojo 2
carnero ladrillo
Aves (pollo) Blanco gris 0.05
(pechuga)
Rojo pdlido (muslo) 2
Aves (pavo) Pechuga 0.25
Pescado Blanco grisaceo a 0.3

rojo oscuro
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Una temperatura baja de almacenamiento disminuye la respiracion de la carne,
por tanto reduce la profundidad a la cual el oxigeno penetra, asi como la cantidad de O,
disuelto en los fluidos de la carne, con lo que disminuye el grado de oxidacion de la
mioglobina. De modo contrario, un incremento de la temperatura de almacenamiento,
disminuye la solubilidad del O, en la carne, lo que favorece la disociacion del O, de la
oximioglobina (Rickert et al., 1957) existiendo una mayor tendencia a la oxidacion del
pigmento (O'Keeffe y Hood, 1982) y un aumento en los procesos de oxidacion lipidica

(Labuza y Dugan Jr, 1971), contribuyendo asi a una mayor decoloracion de la carne.

Se cree que el grado de oxidacién de la mioglobina disminuye cuando aumenta el
pH, logrando mayor estabilidad del color. Renerre y Labas (1987) observaron que un pH
bajo favorece la formacién de metamioglobina. Un pH bajo propicia la aparicion de
carnes PSE, cuya caracteristica es que el musculo se vuelva palido, refleja una gran parte
de luz incidente y parece méas opaco, ademas de tener relacion con la disminucién de la
capacidad de retencion de agua, lo que a su vez tiene implicaciones en la presencia de

caracteristicas indeseables de textura.

En relacion a la remocién de exudados, se han observado cambios en el color de
la carne de cerdo, especificamente en M. Longissimus thoracis y lumborum, debido al
efecto combinado del almacenamiento en refrigeracidn y congelacién, con la remocién o
no de exudados, durante siete dias. Para el caso de los cortes almacenados en
refrigeracion, sin la remocién de exudados, se ha reportado un rango de valores de L* de
51.19 a 54.63, a* de 7.98 a 10.24, y b* de 4.17 a 8.42, observandose que los valores de
L*, a* y b* disminuyen a lo largo del almacenamiento, sobre todo en las muestras
congeladas, mostrando diferencias al final del almacenamiento. Sin embargo, el efecto
se minimiza para L* y b*, al remover los exudados del envase, efecto que no se observa

para el valor a* (Kim et al. (2013).
La presion parcial de oxigeno (pO,) alta o al vacio, favorece la presencia del ion

ferroso en la mioglobina, mientras que la presion baja (no de cero) favorece la formacion

de metamioglobina. Asi entonces, los musculos que contienen mayores proporciones
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relativas de fibras rojas, y mayores tasas de consumo de oxigeno, parecen decolorarse
mas rapidamente. (Faustman et al., 2010).

Algunas investigaciones también relacionan los cambios de color de la carne con
el proceso de oxidacién de lipidos, dando por resultado un aumento en la decoloracion.
Zakrys et al. (2008) investigaron el efecto de la concentracion de oxigeno sobre los
indicadores de calidad en carne de bovino empacada en atmdsfera modificada con
diferentes niveles de oxigeno utilizados en la mezcla de gases, concluyendo que los
cambios de color asociados a oximioglobina, hierro hemo, valores de L* y a*, parecen
estar relacionados con la oxidacion de lipidos y fuertemente correlacionados con la
concentracion de TBARS. Los mecanismos por los cuales la oxidacion de lipidos podria
aumentar la oxidacién de la mioglobina han sido explicados principalmente en funcion
de la reactividad de los productos primarios y secundarios derivados de los acidos grasos
insaturados (Faustman et al., 2010).

Los cambios de color pueden minimizarse de diferentes maneras, entre las que se
encuentra la aplicacion de antioxidantes (Mancini et al. (2004). Asi por ejemplo, Suman
et al. (2011) probaron la aplicacion de quitosano al 1% sobre carne de bovino,
observando que la disminucién del color rojo (valor a*) fue menor. Otros estudios han
encontrado resultados favorables empleando compuestos de origen natural, tales como
quitosano (El Ghaouth et al., 1997; Li y Yu, 2001; Coma, 2008), &cido sorbico, &cido
benzoico, benzoato de sodio, acido citrico (Quintavalla y Vicini, 2002), nisina (Sebti y
Coma, 2002), natamicina (Durango et al., 2006); (Fajardo et al., 2010), aceites
esenciales de arbol de té (Sanchez-Gonzélez et al., 2009) y té verde (Almajano et al.,
2008; Li et al., 2012; Siripatrawan y Noipha, 2012).

2.3.5 Deterioro de la Calidad de la Carne por Oscurecimiento del Hueso

La coloracion grisacea-negra, de la médula dsea es un fendbmeno que podria

afectar la aceptacion por parte de los consumidores de carne fresca, la cual se manifiesta
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durante el almacenamiento. EI fendmeno de decoloracion de la médula 6sea se presenta
en cortes de carne envasados con alto contenido de oxigeno, y también en cortes
empacados en pelicula de cloruro de polivinilo (PVC). Ademas, el ennegrecimiento del
hueso se produce por la acumulacion de hemoglobina en las superficies cortadas del
hueso, ya que al cortar la carne, este pigmento se libera en la superficie, provocando que
con el tiempo y a través de la exposicion al aire, la hemoglobina en la superficie del

hueso cambie de color de rojo a marrén, e incluso a negro (Gill, 1996).

Otra posible causa del oscurecimiento del hueso puede ser debida a la oxidacién
de los lipidos, ya que analizando el contenido de éstos en la médula 6sea de las vértebras
cervicales y lumbares, y el fémur de bovino, se encontrd que el contenido de lipidos es
menor en la médula 6sea del fémur, que en las vértebras cervicales y lumbares. A partir
de estos resultados, se ha afirmado que la médula 6sea es méas parecida al tejido adiposo
que a los musculos o al tejido hepético. Por lo anterior, se cree que la oxidacién de
lipidos puede ser otro mecanismo de oscurecimiento de la médula désea (Miller et al.
(1982).

Mas recientemente Grobbel et al. (2006), analizaron el efecto del tipo de
envasado en la decoloracion de la medula 6sea. En esta investigacion se compard el
envase utilizando PVC con el envasado en atmosfera modificada (80% O, y 20% CO, vs
70% N, y 30% CO,), empacando costillas, escapulas, vértebras toracicas y humero de
bovinos. Los resultados mostraron que la decoloracién de la médula 6sea se present6 en
costillas, escapulas y vértebras toracicas envasadas en PVC o con una atmosfera rica en
oxigeno; mientras que los huesos envasados en una atmosfera con un bajo nivel de
oxigeno, mostraron una decoloracion minima. Adicionalmente, observaron que la
decoloracion de la médula dsea no es un problema en el himero, indicando que la
decoloracion de la médula 6sea puede ser causada por la oxidacion de la hemoglobina,
pero también puede ser resultado de la oxidacion de lipidos, o una combinacion de

ambos factores.

Para prevenir el oscurecimiento del hueso, se han realizado estudios donde se

encontré que el tratamiento de la médula 6sea de vertebras lumbares de bovino con 1.5%
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0 2.5% de &cido ascdrbico, fue efectivo en la reduccion del oscurecimiento, lo cual fue
debido probablemente a las propiedades antioxidantes del compuesto (Mancini et al.
(2004). También se ha probado el efecto de la aplicacion de &cido ascérbico y eritorbato
de sodio a diferentes concentraciones, niveles entre 0.5 y 1.5%, sobre vértebras lumbares
de bovino, obteniendo como resultado que el tratamiento con ambos compuestos a
mostré la inhibicion del ennegrecimiento (Mancini et al. (2007a). Asi entonces, la
aplicacion de eritorbato de sodio en la superficie del corte transversal de las vértebras
lumbares es tan eficaz como el tratamiento con &cido ascérbico. EXxiste poca

investigacion del fendmeno de oscurecimiento del hueso en carne de cerdo.

2.4. Aditivos Antioxidantes y Antimicrobianos

La carne es susceptible tanto al deterioro microbiano como al oxidativo, por lo
tanto, es deseable usar uno 0 combinacién de varios conservadores con propiedades que
inhiban este deterioro. Mientras la oxidacion lipidica contribuye al desarrollo de las
caracteristicas organolépticas inaceptables, el crecimiento microbiano puede causar no
tan sélo el deterioro, sino también llegar a causar dafios a la salud del consumidor. Con
el fin de proteger los lipidos, evitar el deterioro de la apariencia y el crecimiento
microbiano, los fabricantes de productos carnicos han utilizado varios aditivos
alimentarios con propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Hoy en dia, existe una
mayor demanda de productos alimenticios saludables y de origen natural, sin
conservadores quimicos, lo que resulta en la necesidad de evitar el uso de aditivos
sintéticos. Esto ha favorecido el uso de aditivos naturales o métodos alternativos para

extender la vida util y/o mejorar la seguridad alimentaria (Sayas-Barbera et al., 2011).

Entre los compuestos de origen natural con propiedades funcionales en los
alimentos se encuentran los polifenoles, entre estos sobresalen los flavonoides, que son
metabolitos secundarios de las plantas, los cuales forman parte de la composicion de
hojas, frutos y semillas. Algunas de las propiedades que se han atribuido a este grupo de

compuestos son su capacidad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,
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anticancerigena, como preventivo de enfermedades cardiovasculares, desordenes
neuroldgicos, obesidad, desérdenes metabolicos, enfermedades Oseas y musculares
(Almajano et al., 2008; Pan et al., 2010; Forester y Lambert, 2014; Tao y Lambert,
2014).

En base a los diferentes grupos funcionales que presentan, los flavonoides
pueden clasificarse en: flavanonas, dihidroflavonoles, flavan-3-oles, isoflavonas,
flavonas, flavonoles, antocianidinas y proantocianidinas (Pan et al., 2010) y cuyas

estructuras se muestran en la Figura 11.

Katalinic et al. (2006) analizaron el contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante de 70 plantas medicinales, algunas de las cuales fueron Melissae folium,
Spiraea herba, Uvae ursi folium, Rubi fructose folium, Salicis cortex, Teucrii herba,
Gerani robertiani herba, Thymi herba, Rubi idaei folium, Serpylli herba, Fragariae
herba folium, Epilobii herba, Myrtili fructus, Mentha piperita folium, Veronicae herba.
Todas las anteriores mostraron un contenido de fenoles totales de entre 502 y 2218 mg
equivalentes de catequina por litro de infusion (de mayor a menor por orden de
aparicion), siendo Melissae folium la que presentd el mayor contenido de fenoles totales.
En esta investigacion también encontraron una alta correlacion (r=0.9825) entre el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante, determinado por la capacidad

de reduccion del ion férrico en plasma (FRAP, por sus siglas en inglés).

Perva-Uzunali¢ et al. (2006) por su parte, analizaron la composicién del té verde
variedad Fanning Belas, y reportaron un contenido de las principales catequinas
presentes en hojas secas, de 191 g/kg. Comparativamente, de acuerdo a los resultados de
Katalinic et al. (2006) (15 g de hojas secas para hacer un litro de infusion) y Perva-
Uzunali¢ et al. (2006), es posible afirmar que el té verde presenta un mayor contenido de
catequinas (129%), considerando a la mejor (Melissae folium) de las 70 plantas

analizadas.
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2.4.1 Propiedades del Té Verde

El té es la bebida méas popular en el mundo después del agua. Esta bebida
proviene de la infusion de las hojas de la planta Camellia sinensis, planta que crece
principalmente en China y en el sureste de Asia. Especificamente para el té verde, una
de las caracteristicas mas importantes es su alto contenido de polifenoles (Figura 11),
siendo las catequinas las de mayor proporcion. Las cuatro catequinas principales
presentes en el té son: galato de epigalocatequina 3 (EGCG), que constituye alrededor
del 59% de catequinas totales, epigalocatequina (EGC), alrededor del 19%, epicatequina
3 galato (ECG) cerca del 13.6% y epicatequina (EC) de aproximadamente 6.4% (Figura
12) (Narotzki et al., 2012).

Capacidad antimicrobiana. Las catequinas presentes en el té verde, poseen una fuerte
accion bactericida. Arakawa et al. (2004) identificaron una especie reactiva al oxigeno
como la responsable de la capacidad antibacteriana de las catequinas. Especificamente la
EGCG reacciona con el oxigeno disuelto en solucion acuosa, dando como resultado la
generacion de peroxido de hidrégeno. En esta misma investigacion también se demostro
que la produccion de per6xido de hidrégeno derivada de EGCG aument6 al
incrementarse el pH, y que el efecto bactericida de EGCG es dependiente de los niveles
de peroxido de hidrégeno producidos. Por lo tanto, el per6xido de hidrdgeno, que se
genera por el EGCG, parece estar implicado en la accion bactericida del té verde
(Arakawa et al., 2004).

Por otro lado, Nakayama et al. (2013) estudiaron el mecanismo de la actividad
antibacteriana de catequinas sobre Escherichia coli, y demostraron que los depoésitos que
contienen EGCG se encuentran solo en la membrana externa de la célula de esta
bacteria. A partir de esta observacion, la atencién se centrd sobre las proteinas de
membrana externa como objetivos de EGCG. Aparentemente esta se une a los residuos
de arginina presentes en la superficie interna del canal de transporte de la membrana

celular, a traves de puentes de hidrogeno; dando como resultado la inhibicion de la
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funcién de la proteina porina. Por otra parte, la captacion de glucosa por E. coli se
inhibid en las células tratadas con EGCG. En conjunto, estos resultados sugieren que el
EGCG inhibe la funcion principal de la porina, es decir, el transporte pasivo de pequefias
moléculas hidrofilicas tales como la glucosa, lo que conduce a la inhibicion del

crecimiento de E. coli (Nakayama et al., 2013).

Capacidad antioxidante. Existen varios mecanismos conocidos por los cuales el té
verde puede actuar como antioxidante, entre los méas estudiados se encuentran la
inhibicion de compuestos oxidantes mediante la donacion de electrones o protones,
quelacion de metales, inhibicién de los factores de transcripcion sensibles a la
oxidacion/reduccion y de enzimas pro-oxidantes. Todas estas virtudes se atribuyen a la
accion de sus componentes fenolicos, ya que se ha reportado un importante accion
antioxidante de las principales catequinas presentes en este tipo de extracto,
principalmente de la EGCG (Perva-Uzunali¢ et al., 2006). Pero la actividad antioxidante
del té verde no so6lo depende del contenido de compuestos fenolicos, sino también de su
tipo (Frei y Higdon, 2003).

Varios estudios han demostrado que las catequinas y polifenoles del té son
efectivos inhibidores de especies reactivas al oxigeno y al nitrégeno, como por ejemplo
los radicales superdxido (Oy), peroxilo, oxigeno singlete, peroxinitrito (ONOQO) y acido
hipocloroso. Esta actividad antioxidante puede atribuirse a las diferentes estructuras de
los polifenoles (Figura 10), principalmente los grupos hidroxilos (OH), muy abundantes

en estos compuestos (Frei y Higdon, 2003; Almajano et al., 2008; Tao y Lambert, 2014).

La capacidad de un compuesto para actuar como un eliminador de radicales
libres est4 parcialmente relacionada con su potencial redox, el cual es una medida de la
reactividad de un antioxidante como donador de hidrdégenos o electrones bajo
condiciones estandarizadas. Un menor potencial redox indica que se requiere menos
energia para la donacion de hidrégeno o electrones. Las catequinas y teaflavinas del té
tienen un potencial redox comparable al del a-tocoferol (vitamina E) que es de 480 mV,
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pero mayor al del ascorbato (vitamina C) el cual es de 280 mV, por lo que muestra una
capacidad superior como donador de hidrdgenos; aunque especificamente la EGCG

muestra un potencial redox de 430mV (Frei y Higdon, 2003).

2.4.2 Propiedades del Quitosano

Capacidad antibacteriana. El quitosano inhibe el crecimiento de una gran variedad de
hongos, levaduras y bacterias. Sin embargo, hasta el momento no es completamente
claro el mecanismo por el cual el quitosano inhibe el crecimiento microbiano. Varios
autores coinciden en que existen, no s6lo una sino varias posibles teorias que expliquen
este mecanismo. Entre ellas destaca la existencia de interacciones entre las cargas (+) del
quitosano y las cargas (-) de la membrana celular de los microorganismos, con la
consecuente desnaturalizacion o ruptura de los componentes celulares o proteinicos de
los mismos. Generalmente el quitosano se aplica en solucion con acidos, donde sus
cargas positivas interactian con las macromoléculas cargadas negativamente de la
superficie celular de los microorganismos, y en posible competencia con el Ca®* por los
sitios electronegativos, pero sin conferir estabilidad tridimensional, lo que compromete
la integridad de la membrana produciendo por lo tanto su debilitamiento (Bégin y Van
Calsteren, 1999).

Otra posible explicacion radica en la capacidad del quitosano para actuar como
un agente quelante que se une selectivamente a los metales traza, y de este modo inhibe
la produccion de toxinas y el crecimiento microbiano. También activa varios procesos de
defensa en el tejido del huésped, actuando como agente fijador de agua, e inhibiendo
varias enzimas, incluso puede unirse al ADN en el nicleo de la célula e interferir con la
sintesis de ARNm y proteinas (Shahidi et al., 1999).

La actividad antibacteriana del quitosano y oligomeros de quitosano con
diferentes pesos moleculares ha sido cuantificada contra cuatro bacterias Gram negativas

(Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium, y Vibrio
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parahaemolyticus) y siete bacterias Gram positivas (Listeria monocytogenes, Bacillus
megaterium, B. cereus, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum, L. brevis, y L.
bulgaricus). En general, el quitosano (28 a 1671 kDa) mostrd6 mayor actividad
antibacteriana que sus oligomeros (1 y 22 kDa), aunque los efectos inhibitorios fueron
diferentes en relacion con el peso molecular del quitosano y el tipo de bacteria; las
mayores inhibiciones se observaron debido a la presencia de compuestos con pesos
moleculares intermedios. Respecto al tipo de bacterias, se observaron efectos
bactericidas mas fuertes sobre las Gram positivas en presencia de 0.1% de quitosano, y
la concentracion minima inhibitoria (MIC) del quitosano varié de 0.05% a > 0.1%.
Ademas, se encontré que el tipo de solvente aumenta el potencial de inhibicién del
quitosano para la mayoria de las bacterias, siendo mejor el acido acético, que lactico,
formico, propidnico y ascorbico. Finalmente, se encontré que la actividad antibacteriana
del quitosano fue inversamente afectada por el pH (en el rango de pH de 4.5 a 5.9), es
decir a menor pH, mayor actividad (No et al. (2002).

Actividad antioxidante. La actividad antioxidante del quitosano y sus derivados ha
atraido la atencion debido a su naturaleza no téxica y abundancia natural. Yin et al.
(2004) informaron que el quitosano de bajo peso molecular inhibe la actividad del
radical superdxido en razon de 80.3% a 0.55 mg/ml. Jung y Zhao (2012) establecieron
los mecanismos antioxidantes del quitosano mediante la determinacion de la actividad
inhibitoria del radical DPPH, el poder reductor, las capacidades quelante y secuestrante
del radical hidroxilo. Ademas, establecieron que estas capacidades dependen del peso
molecular, la concentracién y la forma estequiométrica de la molécula de quitosano. En
esta investigacion, también se identific6 la capacidad reductora y la actividad de
eliminacidn de radicales hidroxilo, como los mecanismos predominantes en la actividad

antioxidante del quitosano.

En contraste, otros autores adjudican su capacidad antioxidante a la quelacion de

iones de hierro libre con relacion a las hemoproteinas; incluso se ha aprovechado esta
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capacidad quelante para la purificacion de agua (Shahidi et al., 1999; Agullé et al.,
2003; Ruiz-Navajas et al., 2013).

2.5. Envasado de la Carne Como Medio de Conservacion

El envasado es una parte esencial del proceso y distribucion de los alimentos. El
Instituto Internacional de Envasado describe en su Glosario de términos de envasado, las
funciones que debe tener un envase, sobre esto Robertson (2013) aclara que debe llevar
a cabo una o més de las siguientes funciones: 1) contencion para la manipulacion,
transporte y uso, 2) proteccion y preservacion del contenido de acuerdo con el tipo de
almacenamiento requerido durante toda la vida util del producto, 3) identificacion del
contenido, cantidad, calidad y fabricante, y 4) disponibilidad (PI/INT'L, 1988).
Resumiendo, el envase tiene como funcion la proteccion y preservacion del contenido de
acuerdo con el tipo de almacenamiento requerido durante toda la vida util del producto.

Los sistemas de envasado ofrecen varias posibilidades dependiendo de las
condiciones de particulares que se elijan. EI método apropiado dependerd de muchos
factores, incluyendo el tipo de carne que sera envasada (res, cordero, cerdo, ternera), asi
como la duracion del almacenamiento o de su distribucién al mayoreo o menudeo
(Blakistone, 1998).

2.5.1. Empaques Empleados Tradicionalmente

Emplayado. ElI emplayado es un método de envasado en el que se utiliza una pelicula
plastica de PVC termoencogible o de polietileno de baja densidad (LDPE) que se coloca
sobre el producto, el cual, al contacto con calor se contrae, sujetando el producto para
impedir que se mueva o sea extraido del empaque. Las grandes ventajas de este tipo de
empaque son su bajo costo y la rapidez con la que puede empacarse debido a que no
requiere ningun tipo de molde; también permite que el consumidor aprecie

completamente el producto o productos, sin tener que extraerlo de su empaque.
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Actualmente el LDPE ha demostrado ser material alternativo, viable, y mas seguro
(MEE, 2004).

Envasado en atmosferas modificadas (EAM). EI EAM puede ser definido como la
colocacidn del alimento en un empaque en el cual la atmosfera dentro del mismo ha sido
modificada o alterada con el fin de proveer una atmoésfera Optima que permita
incrementar la vida de anaquel y mantener la calidad del alimento (Robertson, 2013). El
EAM es una forma de empacado que involucra la remocion del aire del empaque para
remplazarlo con un gas o una mezcla de gases. La mezcla de gases utilizada dependera
del tipo de producto a envasar, pero comunmente se utiliza N, O, y CO; (Blakistone,
1998). EI EAM es usado principalmente para retrasar el deterioro de los alimentos que
no se encuentran esterilizados, y aquellos en que su sistema enziméatico puede seguir
operando. EI EAM es siempre utilizado en conjunto con refrigeracion (Robertson,
2013).

Empaque al vacio. En el empaque al vacio, generalmente se utiliza una bolsa pléstica,
de un material o combinacién de materiales de baja permeabilidad al oxigeno, donde se
extrae el aire dentro del empaque con el proposito de mejorar la vida atil del alimento.
La atmosfera alrededor del alimento debera contener menos del 1% v/v de oxigeno, y al
empacar al vacio la carne, el oxigeno residual es rapidamente consumido por el musculo,
lo que conlleva a la reduccion de las reacciones de oxidacién de lipidos y de la
mioglobina, asi como a la disminucion del crecimiento microbiano. En la carne fresca la
ausencia de oxigeno puede reducir la formacion de oximioglobina, debido a la ausencia
de oxigeno, provocando que la carne no adquiera el caracteristico tono rojo brillante, lo
que puede provocar el rechazo por parte del consumidor (Robertson, 2013).
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2.5.2. Materiales de origen biologico para empaques

Hace méas de cuatro décadas E. F. Schumacher escribié que uno de los mas
funestos errores de nuestra época consiste en creer que “el problema de la produccion”
se ha resuelto; hoy en dia este argumento tiene mé&s vigencia que nunca, ya que el
problema no radica en la eficiencia que se pueda llegar a lograr, sino en el manejo
sustentable de los recursos (Schumacher, 2011), siendo esto un claro ejemplo de lo que

pasa con la industria del envasado.

Con excepcion del papel, los materiales utilizados para el envasado de los
alimentos se basan tradicionalmente en materia no renovable, mas especificamente
materiales de origen fosil, es decir, petroquimicos. La produccion mundial de plasticos
basados en materiales petroquimicos excede los 250 millones de toneladas anuales, de
éstas aproximadamente el 40% se destina a envases, es decir que 100 millones de
toneladas de materiales fabricados de fuentes no renovables son introducidos al mercado
(Robertson, 2013) y generalmente a la basura, lo cual genera un serio problema
ambiental, pero ademas demuestra un comportamiento irracional, que se basa en un
consumo desproporcionado, puesto que el gasto de materia prima es mucho mas

acelerado que su renovacion (Schumacher, 2011).

En este concepto surgen los envases basados en materiales bioldgicos; al
respecto, Robertson (2013) describe a estos materiales como recursos primarios y
anualmente renovables; esta definicion excluye al papel, pues los arboles de donde
provienen tienen un ciclo de renovacion de entre 25 y 65 afios, dependiendo de la
especie y el clima. Entre los envases con base en materiales biologicos se encuentran los
recubrimientos comestibles, los cuales pueden clasificarse de acuerdo al tipo de material,
en: polisacaridos, lipidos, proteinas y materiales compuestos. Entre los polisacaridos
empleados usualmente como recubrimiento comestible se encuentran almiddn, celulosa,

hemicelulosa, gomas y quitosano.
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2.6. Recubrimientos Comestibles

Los recubrimientos o cubiertas comestibles son un tipo de envase, que se
distingue por su modo de aplicacién sobre el alimento. En general un envase comestible
se define como una pelicula, una ldmina, una capa fina o un recubrimiento que forma

parte integral de un alimento y se ingiere junto con este (Debeaufort et al., 1998).

Un recubrimiento comestible se distingue de otros envases comestibles por ser
una matriz fina y continua que se aplica sobre la superficie del alimento mediante la
inmersion o aspersion de la soluciéon formulada. Una de las ventajas de la aplicacion de
los recubrimientos comestibles es la regulacion del intercambio de gases con el
producto, asi como el acarreo y liberacion controlada de sustancias activas, que pueden

ayudar a mejorar la calidad del producto (Robertson, 2013).

Las cubiertas comestibles pueden clasificarse en tres grandes grupos, de acuerdo
al tipo de material que los constituyen; a base de lipidos, proteinas y polisacaridos,
aungue también la combinacion de dos o mas tipos de materiales en una misma cubierta.
Entre las cubiertas basadas en polisacaridos se encuentran las formadas por alguno o
algunos de los siguientes materiales: almidon, alginato, carragenina, derivados de la

celulosa, pectinas, quitina y quitosano (Gennadios et al., 1997).

2.6.1 Cubiertas Comestibles de Quitosano

El quitosano es un polisacarido policatiénico natural derivado de la quitina, la
cual es encontrada en el exoesqueleto de crustaceos, en la cuticula de los insectos y en la
pared celular de los hongos. Las peliculas de quitosano son biodegradables,
biocompatibles, flexibles, durables, tenaces y resistentes a la ruptura; tienen valores
moderados de permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua, ademas de inhibir el
crecimiento microbiano (Agullo et al., 2003). Asi tambien ha demostrado actividad

antimicrobiana sobre bacterias, hongos y levaduras; ademas, una de sus propiedades mas
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importantes como cubierta comestible, es su habilidad como acarreador de compuestos
activos (Bégin y Van Calsteren, 1999).

El quitosano quimicamente es una molécula formada por 2-acetamido-2-deoxy-
b-D-glucosa, y unida por enlaces 3 1-4 (Figura 13a). Su estructura es muy similar a la de
la quitina pero con sus monomeros desacetilados (Figura 13b). Muchas de las
propiedades fisicas y quimicas del quitosano estan relacionadas con el grado de

acetilacion y disociacion (Falguera et al., 2011).

Entre los antimicrobianos utilizados para fabricacion de peliculas y cubiertas
comestibles se encuentran los acidos sorbico, benzoico y citrico, asi como benzoato de
sodio (Quintavalla y Vicini, 2002), nisina (Sebti y Coma, 2002), natamicina (Durango et
al., 2006; Fajardo et al., 2010), aceites esenciales de arbol de té (Sanchez-Gonzélez et
al., 2009), quitosano (El Ghaouth et al., 1997; Li y Yu, 2001; Coma, 2008) y aceites

esenciales (Atarés et al., 2010).

2.6.2 Cubiertas Comestibles de Quitosano Adicionadas con Té Verde

La incorporacion de extracto de té verde a la matriz de quitosano puede afectar
las propiedades fisicas del recubrimiento. Wang et al. (2013) probaron los efectos de
afiadir diferentes concentraciones (0-40%) de polifenoles de té (<90% de EGCG) sobre
una pelicula de quitosano. En este estudio se comprobd que hay una reduccién
significativa de alrededor del 50% de la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula

por efecto de adicion de estos polifenoles.

Siripatrawan y Noipha (2012) elaboraron una cubierta comestible a base de
quitosano y té verde, la cual fue aplicada sobre la superficie de salchichas de cerdo, y
monitoreando los cambios durante su vida de anaquel. En la Figura 14 se muestran los
cambios en la microbiologia de las salchichas, observandose un menor crecimiento

microbiano en el tratamiento donde se aplico una cubierta comestible de quitosano y té.
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Figura 13. Estructura de la glucosamina, monémero del quitosano (a) y representacion
guimica de la estructura de la quitina y el quitosano (b) (Pillai et al., 2009).
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En la Figura 15 se muestra la evolucion de las caracteristicas sensoriales de los
diferentes tratamientos estudiados por Siripatrawan y Noipha (2012), donde se puede
observar que entre los tratamientos, el que incorporé té verde a la pelicula de quitosano,
fue el que mostr6 mejor aceptabilidad en aroma (Figura 15a), menor decoloracion
(Figura 15b), menor formacion de grumos (Figura 15c¢) y una mayor aceptabilidad
global (figura 15d).

En otro estudio, Li et al. (2012) aplicaron un tratamiento por inmersion en
solucién de polifenoles del té 0.2% (p/v), a (4°C) por 60 min sobre corvina amarilla
(Pseudosciaena crocea). Posteriormente, los peces se recubrieron de forma individual
mediante la inmersion en solucién de quitosano durante 20 min, y se dejaron reposar a
4°C con el fin de formar los recubrimientos comestibles. Los analisis microbioldgicos y
sensoriales demostraron que la inmersion en polifenoles del té en combinacién con una
capa de quitosano fue eficaz para la conservacién durante almacenamiento refrigerado,
pudiendo extender la vida util del pescado de 8 a 10 dias en comparacién con el grupo

control.
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Figura 14. Evolucion de la carga microbioldgica de salchichas de cerdo sin
recubrimiento (sin), con recubrimiento de quitosano (qui) y con recubrimiento de
quitosano y té verde (gyt) alos 0, 4, 8, 12, 16 y 20 dias de almacenamiento a 4 °C
(Siripatrawan y Noipha, 2012).
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Figura 15. Evaluacién sensorial de salchichas de cerdo sin recubrimiento (sin), con
recubrimiento de quitosano (qui) y con recubrimiento de quitosano y té verde (qyt) a los
0,4, 8, 12,16y 20 dias de almacenamiento a 4 °C (Siripatrawan y Noipha, 2012).
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I11. HIPOTESIS

La aplicacion de un recubrimiento comestible con base de quitosano y
adicionado con extracto de té verde, prolonga la vida de anaquel de la carne de cerdo

fresca.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer el efecto de la aplicacion de un recubrimiento comestible con base de
quitosano y adicionado con extracto de té verde, sobre la vida util de la carne de cerdo

fresca.

Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones de elaboracion de un extracto de té verde soluble en
solucion de quitosano.

2. Determinar la concentracion de té verde Optima para generar un recubrimiento
comestible.

3. Evaluar las propiedades mecéanicas del recubrimiento comestible a base de
quitosano y té verde.

4. Determinar la capacidad antioxidante y antimicrobiana del recubrimiento
comestible a base de quitosano y té verde.

5. Evaluar los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de carne
de cerdo fresca con hueso, durante su almacenamiento a 0°C, por efecto de la

aplicacion del recubrimiento comestible de quitosano y té verde.

47



IV. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en dos etapas y de acuerdo a los objetivos especificos
planteados. La primera etapa () abarcé la elaboracion y evaluacién de la cubierta
comestible; mientras que la segunda etapa (II) consistio en la aplicacion del
recubrimiento en la carne fresca de cerdo y evaluacion de las caracteristicas
fisicoquimicas y microbioldgicas. En la Figura 16 se presenta el esquema de trabajo

planteado.

Para el desarrollo de la etapa | se adquirié un extracto de té verde comercial del
laboratorio Rosa Elena Duefias, S.A. de C.V. (REDSA), al que se denominé extracto
industrial (EI), de donde se tomaron algunas caracteristicas que se presentan en la Tabla
5. De forma paralela se adquirieron hojas secas de té verde de la marca Zea Tea®, a
partir de las cuales se obtuvo un extracto, el cual se denomind extracto experimental
(EE). Una vez elaborado el extracto experimental, se determind la capacidad
antioxidante y antimicrobiana de ambos extractos, para posteriormente ser utilizados en
el desarrollo de los recubrimientos con base de quitosano (marca sigma-aldrich® con un
grado de desacetilacion entre 75 y 85 % y una viscosidad de entre 200 y 800 cps al diluir
1% de quitosano en ac. Acético al 1%), los cuales fueron analizados en cuanto a color,
propiedades mecanicas, capacidad antioxidante y antimicrobiana; y una vez obtenidos

los resultados, se seleccion6 el mas adecuado para su utilizacion en la etapa Il.

En la etapa Il se aplico el recubrimiento seleccionado sobre carne fresca con
hueso (chuletas de cerdo). En las muestras, con y sin recubrimiento, se evaluaron los
cambios de color, pH, oxidacion de lipidos, y se cuantifico el crecimiento de
microorganismos psicréfilos y mesofilos aerobios durante su almacenamiento en

refrigeracion.
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Figura 16. Esquema de trabajo y parametros a medir.



Tabla 5. Componentes principales del extracto industrial del laboratorio REDSA.

Solvente de extraccion: Agua
Fenoles totales: 51.40%
Catequinas: 39.60%
EGCG: 20%
Cafeina: 6%
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4.1. Etapa |

4.1.1 Elaboracion del Extracto Experimental

Con las hojas secas de té verde de la marca Zea Tea®, se elabor6 una infusion,
utilizando como solvente agua destilada a 80°C, dejando en maceracion por 20 min en
una proporcion de 1:40 (p/v). Esta infusion posteriormente se centrifugd a 5,000 rpm por
10 min, y a continuacion el sobrenadante se filtré en papel Whatman 1. El filtrado se
concentr6 en un evaporador rotatorio a vacio (modelo RE 121, marca BUCHI),
manteniendo una temperatura constante de 40°C. Enseguida este extracto concentrado se
le extrajo humedad en un liofilizador de laboratorio (modelo SEDSF12, Samwon Co.
Ltd., Busan, Korea), para finalmente ser almacenados en envases de vidrio &mbar con

tapa de rosca a temperatura de refrigeracion (Perva-Uzunalic, 2006).

4.1.2 Desarrollo de Peliculas y Recubrimientos

Para el desarrollo de peliculas y recubrimientos, en esta primera etapa se
formularon 9 soluciones a base de quitosano y diferentes concentraciones de extracto de
té verde, utilizando como solvente una solucion de &acido acético al 1%. La
concentracion de quitosano utilizada fue del 1%, mientras que las de los extractos fueron
de 0.05, 0.1, 0.5 y 1%; adicionalmente, se elaboré un control s6lo a base de quitosano
(Tabla 6). De cada solucion preparada se tomaron 20 g y se vertieron en una placa Petri
de 10 cm de diametro, las cuales se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su
deshidratacion. Una vez secas, se separaron cuidadosamente de la placa para llevar a
cabo los analisis correspondientes a la caracterizacion de las propiedades mecénicas
(médulo de elasticidad, limite elastico, esfuerzo maximo, esfuerzo de ruptura y

porcentaje de elongacion), color y capacidad antioxidante (Figura 17).
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Tabla 6. Formulacion de soluciones de quitosano y té verde para recubrimientos.

Adicion del extracto Adicion de

Tipo de extracto Tratamientos

(p/v, %) quitosano (p/v, %)

-- 1 Control
0.05 1 EE 0.05%

EE 0.1 1 EE 0.1%
0.5 1 EE 0.5%
1.0 1 EE 1.0%
0.05 1 El 0.05%

El 0.1 1 EI0.1%
0.5 1 El 0.5%
1.0 1 El 1.0%

Figura 17. Peliculas desarrolladas con diferentes concentraciones de té verde (de menor
a mayor concentracién de izquierda a derecha).
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4.1.3 Capacidad Antioxidante de Extractos y Recubrimientos

Con la finalidad de tener una idea objetiva de la capacidad antioxidante de cada
tratamiento, se midid el porcentaje de inhibicion del radical DPPH, contenido de fenoles
totales y flavonoides, tanto de extractos como de recubrimientos. Cabe mencionar que
para realizar las mediciones, las peliculas se re disolvieron en acido acético al 1% en una
proporcion 1:100 (p/v). A continuacion se detalla de forma puntual cada una de estas

metodologias.

Inhibicion del radical DPPH (%). Para medir el porcentaje de inhibicién del radical
DPPH, primeramente se disolvieron 0.003 g de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil en 25 mL,
usando etanol como solvente; posteriormente se agité por sonicacion durante 5 min y se
midio la absorbancia a 517 nm. Los valores de absorbancia debieron encontrarse entre
0.9 y 1.0, ya que de no ser asi, la absorbancia se ajusté afiadiendo soluto o solvente,
segun fue el caso. De forma paralela, la muestra se diluy6 a 100, 50, 25 y 12.5 pg/mL

con etanol, y cada una de estas soluciones se midié individualmente.

En tubos para centrifuga de 1.5 ml se agregaron 500 pL de la muestra a medir.
Igualmente se tuvieron tubos para un control positivo y un control negativo, los cuales
fueron preparados mediante la adicion de 500 pL de é&cido ascérbico a una
concentracion de 25 pg/mL, y 500 pL de etanol, respectivamente. Cabe sefialar que para
la preparacion del control positivo se disolvieron 5mg de acido ascorbico puro en 1 mL
de una mezcla de agua—etanol (7:3, v/v), mezcla que se sonicd por 2 min. A partir de esa

solucion se tomaron 40 pL que se diluyeron en 4 mL de etanol puro.

A continuacion a los 500 pL de cada uno de los tratamientos y controles
preparados anteriormente en sus respectivos tubos, se agregaron 500 pL de la solucion
de DPPH, se homogeniz6 con ayuda de un Vortex durante 1 min, y se incubaron por 20

min a 50°C, para finalmente leer la absorbancia a 517 nm.
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El calculo del porcentaje de inhibicion se realizdé usando la ecuacion que se

presenta a continuacion:
m
% de inhibicién del radical DPPH = <1 - (F)> %100

Donde m se refiere a la absorbancia de la muestra y C representa la absorbancia
del control negativo, es decir el DPPH con etanol. El porcentaje de inhibicion del control
positivo, es decir el &cido ascérbico, se observd cercano a 96%, lo que asegura que la

técnica se llevo a cabo correctamente.

Cuantificacion de fenoles totales. Para cuantificar el contenido de fenoles totales se
asegurd que la dilucion de la muestra tuviera una lectura menor a 2.0 de absorbancia.
Para ello se realizaron las diluciones correspondientes y se midié un blanco de reactivos
con etanol. De cada muestra o dilucion se colocaron 50 pL en tubos de 1.5 mL y se
agregaron 400 pL de agua y 200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 0.25 N,
previamente homogenizado en Vortex por 30 seg y sonicando durante 5 min.
Posteriormente, se agregaron 300 puL de Na,COs; al 5% y 400 puL de agua, se dejo
reposar durante 1 h en completa oscuridad y se ley6 la absorbancia a 750 nm. Los

resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo.

En el caso de la curva de equivalencia, se usaron concentraciones desde 0 hasta
1000 pg/mL de acido gélico en etanol, proporcionando el mismo tratamiento que a las
muestras. La técnica se realizé en condiciones de oscuridad apoyados por luz roja, para
evitar la oxidacion de los grupos fendlicos por efecto de la luz.

Cuantificacion de flavonoides. Para cuantificar el contenido de flavonoides se aseguro
que la dilucion de la muestra tuviera una lectura menor a 2.0 de absorbancia. Para ello se
realizaron las diluciones correspondientes y se midi6é un blanco de reactivos con etanol.
De cada muestra o dilucion se colocaron 50 pL en tubos de 1.5 mL y se agregaron 650

pL de metanol, 50 pL de AICI; al 2.5%, 650 puL de metanol, los cuales fueron
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homogenizados en Vortex por 30 seg al agregar cada reactivo, para finalmente dejarlos
reposar durante 30 min en completa oscuridad. Transcurrido este tiempo, se leyo la
absorbancia a 412 nm. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de rutina

por gramo.

En el caso de la curva de equivalencia, se usaron concentraciones desde 0 hasta
1000 pg/mL de rutina en etanol, y se les dio el mismo tratamiento que las muestras. La
técnica se realiz6 en condiciones de oscuridad apoyados con luz roja, para evitar la

oxidacion de los flavonoides por efecto de la luz.

4.1.4 Capacidad Antimicrobiana de Extractos y Recubrimientos

Para medir la capacidad antimicrobiana de los extractos (EE y EI) se evalud la
cinética de crecimiento de cuatro diferentes microorganismos. Estas bacterias fueron dos
bacterias Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella choleraesuis.
ATCC 10708) y dos bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213B y
Listeria innocua ATCC 33090). Las cuatro cepas fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Quimica, Bioquimica y Biotecnologia de Productos Léacteos,
perteneciente al CIAD. La metodologia utilizada para estas dos evaluaciones fue de

microdilucion en microplacas de 96 pocillos, descrita por Wiegand et al. (2008).

Para llevar a cabo la medicion del crecimiento microbiologico se emplearon
microplacas de 96 pocillos distribuidos en 12 carriles y 8 filas, como se muestra en la
Figura 18. EI medio nutritivo utilizado fue caldo infusion cerebro corazén (BHI), marca
BD. Primeramente, se deposité el caldo BHI estéril en los pocillos, 50 pL en los carriles
del 1 al 11 y 100 pL en el carril 12 que sirvio como blanco negativo, pues no se
inocularon microorganismos en este carril. Los extractos se diluyeron a una
concentracion del 1% en solucion salina estéril al 0.85% (p/v) y se vertieron 50 uL en el
carril 1 provocando una mezcla con el medio nutritivo, dejando una concentracion final

de 0.5% de extracto. A continuacion, se tomaron 50 pL del carril 1 y se depositaron en
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el carril 2 de su fila respectiva, con el fin de diluir la concentracion del extracto al 50%,
es decir 0.5% de extracto. Este procedimiento se repitié hasta el carril 8, del cual se
tomaron 50 L y se desecharon. De este modo los pocillos 1, 2, 3 ,4 5, 6, 7 y 8 tenian 50
pL con concentraciones de 0.5, 0.25, 0.125, 0.62, 0.31, 0.15, 0.07 y 0.03% de extracto,
respectivamente. En los carriles 9 y 10 se realizaron las mismas diluciones que en las
filas, pero en forma vertical. Para el caso de los recubrimientos, estos fueron afadidos a
los pocillos en cantidades de 50 pL y se mezclaron con 50 pL del medio de cultivo,
después de ser homogenizado, se retiraron 50 pL de la mezcla y se procedié a colocar el

microorganismo, en este caso no se hicieron diluciones.

El microorganismo respectivo fue diluido en solucion salina estéril y ajustado a
una absorbancia entre 0.8 y 1.0. Finalmente, se depositaron 50 pL del microorganismo
ajustado correspondiente, a los carriles 1 a 8 y 11. En los carriles 9 y 10 se les
depositaron 50 pL de solucion salina estéril. Una vez terminada la inoculacion, la placa
se coloco en incubacion a 37+2°C, y se midio la absorbancia a los 620 nm a las 0, 3, 6,
9,12,18,24y48h.

4.1.5 Medicion de Color de las Peliculas

El color de las peliculas se determind utilizando un espectrofotometro de
reflectancia Minolta modelo CM508D, previamente calibrado. El iluminante utilizado
fue el F2, con un angulo de observador de 10° y una relacion iluminante observador de
0/45. Los parametros medidos fueron los establecidos por la CIE (Comisién
Internacional de I Eclairage, 1978), los cuales corresponden a los valores
L*(luminosidad), a*(indice de rojo), b*(indice de amarillo), C*(chroma) y h* (hue). La
calibracion se realizd mediante un disparo al aire y la medicion de las muestras se llevo
a cabo colocando las peliculas en el sensor y dirigiéndolo al aire, evitando que cualquier

superficie debajo de la pelicula interfiriera en la medicion.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Al |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 | A9 | A10 | All | Al2
B Bl |B2 |B3 |B4 |B5 |B6 |B B8 | B9 |Bl0 |B11 | B12
C Cl |[C2 |C3 |C4 |C5 |C6 |[Cr |C8 |[C9 [Cio |cC11 |cC12
D D1 |D2 |D3 |D4 |D5 |D6 |D7 | D8 |D9 |D10 | D11 | D12
E El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |El12
F F1 |F2 |F3 |F4 |F5 |F6 |F7 |F8 |F9 |F10 |F11 |F12
G Gl |G2 |G3 |G4 |G5 |G6 |G7 |G8 |GY |G10 |Gl1 | Gi12
H H1I |H2 |H3 |H4 |H5 |H6 |H7 |H8 |H9 |H10 | H11 | H12

Figura 18. Esquema de microplaca de 96 pocillos.
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4.2.6 Propiedades Mecanicas de las Peliculas

La medicion de las propiedades mecanicas de las peliculas ensayas a tension se
realizd mediante un analizador de textura TA-XT2 (Texture Technologies Co., Scardale,
NY. USA) de acuerdo a la norma ASTM D 882-91. El accesorio utilizado en la
evaluacion de estas propiedades esta formado por un par de mordazas, una movil y otra
fija, que sujetan a la muestra, donde una celda registra la fuerza aplicada en un panel de
control. Para la medicidon, la muestra se recortd en una probeta o cinta, midiendo esta
6x1 cm de pelicula. Las condiciones bajo las cuales se realiz6 esta prueba fueron
utilizando una carga de 20 g y una velocidad de cabezal de 10 mm/s.

Los parametros mecanicos que se determinaron fueron el limite y mddulo de
elasticidad, esfuerzo maximo de tension y esfuerzo a la ruptura, asi como los porcentajes

de elongacion de las diferentes peliculas.

4.2 Etapa Il

4.2.1 Aplicacion del Recubrimiento en Carne de Cerdo y Almacenamiento

De los recubrimientos caracterizados en la Etapa 1, se eligieron dos
concentraciones del EIl, éstos fueron los que demostraron las caracteristicas mas
deseables en un recubrimiento (alta capacidad antioxidante y antimicrobiana combinada
con los mayores porcentajes de elongacion, modulos de elasticidad y resistencias a la
ruptura). Estos tratamientos se aplicaron por inmersién, sobre un corte transversal de
lomo de cerdo con hueso (longissimus thoracis) 24 horas post mortem, posteriormente se

midio el grosor de el recubrimiento sobre la carne mediante fotografia con microscopio.
El lomo de cerdo fue seccionado en chuletas de 1.5 cm de espesor, las cuales

fueron posteriormente sumergidas hasta cubrir en las diferentes soluciones de quitosano

y té verde seleccionadas, durante 5 minutos (como se aprecia en la Figura 19).
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Posteriormente, se empacaron en bolsa al vacio, se rotularon, se separaron por
tratamiento y por dia de medicion, obteniendo un total de 90 piezas, como se muestra en
la Tabla 7. La carne con los diferentes recubrimientos se almacené a 0°C en condiciones
de oscuridad y posteriormente se realizaron las mediciones de color, pérdida de agua,
pH, espesor del recubrimiento, psicrofilos totales y contenido de TBARS a los 0, 5, 10,

15, 20 y 25 dias de almacenamiento.

4.2.2 Medicion del Color de la Carne y Médula Osea

Las mediciones de color se realizaron una vez que el color se estabilizd, esto es
después de 30 minutos de retirar el envase (blooming). Una vez transcurrido este tiempo,
el color se determiné en la superficie de la carne y de la médula 6sea utilizando un
espectrofotometro de reflectancia Minolta modelo CM508D, previamente calibrado. El
iluminante utilizado fue el F2, y los pardmetros medidos fueron los aceptados por la
CIE (Comision Internacional de I'Eclairage, 1978), los cales son: L*(luminosidad),
a*(indice de rojo), b*(indice de amarillo), C*(chroma) y h* (hue). Se realizaron 15

lecturas para cada muestra, utilizando tres muestras de carne por tratamiento.

4.2.3 Medicién del pH de la Carne

El pH de las muestras se determind usando un potenciometro de electrodo de
vidrio modelo 211 (Hanna Instruments). Las muestras se analizaron por triplicado,
pesando 5 g de la carne y adicionando 45 ml de agua destilada, para luego homogenizar
la muestra a 9,500 rpm durante 30 segundos en un homogeneizador Ultraturax modelo
T25 (marca IKA). El pH de cada evaluacion correspondio al valor promedio de tres

lecturas (Torrescano et al., 2003).
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Figura 19. Aplicacion del recubrimiento por inmersion en la solucion del recubrimiento,
empaque e identificacion de las muestras.

Tabla 7. Tratamientos y numero de muestras para la aplicacion en carne.

Tratamiento % de adicion Numero de Numero de Total de
de extracto de  mediciones repeticiones muestras
té

Control 0 6 3 18

Extracto Industrial 0.1 6 3 18

(El) 0.5 6 3 18

Total de piezas: 90*

*cada pieza de carne pesa aprox. 250 g
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4.2.4 Evaluacion de Oxidacion (TBARS) en la Carne de Cerdo

La medicion de la oxidacion de lipidos se realizé determinando la formacion de
las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), de acuerdo con la metodologia
descrita por Pfalzgraf et al. (1995). El procedimiento consistié en homogenizar 10 g de
la muestra en 20 ml de &cido tricloroacético al 10% (Ultraturrax marca IKA, modelo
T25) utilizando un bafio de hielo para evitar que se incrementara la temperatura.
Posteriormente, los tubos con las muestras se centrifugaron (Beckman, Modelo J2-21) a
4,300 rpm y 5°C durante 20 min y se filtraron en papel filtro Whatman No. 1; de la fase
liquida se tomaron 2 ml y se afladieron 2 ml de TBA 20mM y se homogenizo
posteriormente en Vortex durante 30 seg. El andlisis se realizd por triplicado y un
duplicado de muestra blanco se preparé mezclando 2 ml de acido tricloroacético y 2 ml
de &cido tiobarbitarico; las muestras y el blanco, se calentaron a 97°C en un bafio de
agua, durante 20 min. Posteriormente, los tubos se enfriaron a temperatura ambiente. La

absorbancia se midié a 531 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer, USA).

4.2.5 Evaluacion Microbioldgica de la Carne

La evaluacion microbiologica de las muestras se realizd mediante la
cuantificacion de microorganismos psicrofilos y mesofilos totales. Se prepararon
diluciones decimales consecutivas de las muestras de carne de acuerdo a lo estipulado en
la NOM-110-SSA1-1994. Estas diluciones fueron sembradas por duplicado.

La prueba consistio en distribuir las cajas Petri estériles en la mesa de trabajo de
manera que la inoculacion, la adicion de medio de cultivo y la homogenizacion, se
realizaron comoda y libremente. Para cada lote de medio se incluy6 una caja sin indculo

como testigo de la esterilidad.

Posteriormente, se inoculd 1 mL de las diluciones de las muestras en cada una de

las cajas, y se afadio de 12 a 15 ml del medio preparado de Agar para cuenta estandar
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para psicrofilos y mesofilos. Al agregar el medio preparado a las placas, se procedi6 a
mezclarse mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las
manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante, sobre una superficie
lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacion del inoculo en el medio;
cuidando que el medio no moje la cubierta de las cajas. Finalmente, se dejo solidificar a
temperatura ambiente. Procurando que el tiempo transcurrido desde el momento en que
la muestra se incorpora al diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo

a las cajas, no debe exceder de 20 minutos.

A continuacién, las cajas se dejaron incubar en posicion invertida (con la tapa
hacia abajo) a 5 = 2°C por un periodo de 7 a 10 dias para organismos psicrofilos, y 37 +
1°C por 48 horas mesofilos (NOM-092-SSA1-1994).

4.3 Disefio Experimental y Anélisis estadistico

El experimento se realiz6 en dos etapas y de acuerdo a los objetivos especificos
planteados. La primera etapa (I) abarc6 la elaboraciéon y evaluacion de la cubierta
comestible; mientras que la segunda etapa (II) consisti6 en la aplicacion del
recubrimiento en la carne fresca de cerdo y evaluacion de las caracteristicas

fisicoquimicas y microbioldgicas.

4.3.1 Etapa |

La primera parte de la etapa I, consistié en comparar los dos tipos de extractos,
EE y EIl, mediante la prueba de T de Student al 95 % de confianza. Posteriormente, la
evaluacion de la elaboracion de los recubrimientos del experimento se llevo a cabo
mediante un disefio factorial 2X4, donde el primer factor fue el tipo de extracto

adicionado al recubrimiento, con dos niveles (EE y El); el segundo factor fue el
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porcentaje en que los extractos de té verde fueron afiadidos al recubrimiento (0.05, 0.1,
0.5y 1%), adicionalmente se caracterizé un recubrimiento control de quitosano solo.

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces y los datos obtenidos se
analizaron empleando andlisis de varianza (ANOVA). La comparacion de medias se

realiz6 por el método de Tukey-Kramer (p<0.05).
4.3.2 Etapa 1l

Las piezas de carne fueron recubiertas utilizando tres diferentes concentraciones
del extracto de té verde (EI) (0, 0.1 y 0.5%), adicionalmente se cuantificd un tratamiento
control sin recubrimiento de quitosano.

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces y los datos obtenidos se
analizaron empleando anélisis de varianza (ANOVA). La comparacion de medias se

realiz6 por el método de Duncan (p<0.05),

Los datos se analizaron empleando el paquete estadistico NCSS 2007 para
Windows (NCSS, Chicago, lllinois., E.U.A).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA |

Capacidad Antioxidante de los Extractos

En esta etapa se caracterizaron, se cuantificaron y se compararon las propiedades
de dos extractos de té verde, uno de origen industrial (EI) y otro de origen experimental
(EE). El extracto experimental generd un rendimiento del 36.5%, con respecto a las
hojas secas de té, resultado que concuerda con lo reportado por Xi et al. (2011). Esta
informacion es importante debido a la variacion que existe entre extractos de té verde, ya
que pueden estar en funcion del origen del cultivo (Zhang et al., 2013) y de las
condiciones de la extraccion, como: presion (Xi et al., 2011), temperatura, tiempo y

solvente utilizado (Perva-Uzunali¢ et al., 2006).

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH. En los extractos El y EE, se midi6 la
capacidad que estos tenian para inhibir al radical DPPH a cuatro diferentes
concentraciones, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL. Los valores encontrados para ambos
extractos se presentaron muy similares, a tal grado que solo se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en dos de las cuatro concentraciones, 100 y 12.5 pg/mL, sin
embargo, se puede observar que en todas las concentraciones el El fue el que presenté el
porcentaje de inhibicion mas alta con 90.78% a una concentracion de 100 pg/mL (Tabla
8).
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH de los extractos de té verde.

Extracto Concentracion del extracto utilizada para la medicion

100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 12.5 pg/mL

EE** 87.71+0.59 a 87.71+5.95a 86.01+5.20 a 72.98+1.26 a
El** 90.78£1.04 b 89.08+3.35 a 90.99+1.64 a 86.33+1.94 b

Ac. ascoOrbico 95.44+0.27 b

* |as literales diferentes representan diferencias significativas entre los extractos a
la misma concentracion (comparacion entre filas), por prueba de T de Student
(p<0.05).

** EE: extracto experimental; El: extracto industrial
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Los resultados muestran que todos los porcentajes de inhibicion fueron altos, ya
que el valor mas bajo encontrado fue de 72.98+1.26% para la concentracion de 12.5
png/mL del EE. Mientras que otras investigaciones reportan valores de aproximadamente
60 y 70% para concentraciones de 50 y 100 pg/mL, respectivamente (Xi et al., 2011), en
esta investigacion se encontraron porcentajes de inhibicién més altos, desde 87.71+5.95
hasta 90.78+1.04 para estas mismas concentraciones.

Contenido de compuestos fendlicos. El contenido de fenoles totales fue de 582.6+24.1
y 433.1+£15.8 mg/qg, para el El y EE, respectivamente (Tabla 9). Se puede observar como
el valor del EE fue muy similar al reportado por Xi et al. (2011), el cual fue de 439.4+
4.06 mg de fenoles totales por gramo de extracto de té verde, mientras que el El se
muestra significativamente mas alto, aunque aln en un rango no extraordinario, ya que
en esta misma investigacion se reportan valores de 578.2+3.35 mg/g para un extracto

elaborado bajo un procedimiento que incluye altas presiones.

Utilizando el valor del rendimiento del EE, se pueden realizar comparaciones
con resultados reportados por Xi et al. (2011) y por Fadda et al. (2014) en extractos
secos y para infusiones de té verde. EI EE demostrd tener un contenido de fenoles de
433.1mg/g y un rendimiento del 36.51%, por lo que el contenido de fenoles totales por
gramo de hoja seca serd de 158.12, este resultado resultd ser mas bajo que el reportado
por Xi et al. (2011), quienes reportaron un contenido de fenoles totales de 439.4 mg/g,
con un rendimiento de 38.7 g de extracto por cada 100 g de hojas secas, obteniendo un
contenido de 170.0 mg/g de hoja seca; otro investigador Fadda et al. (2014), reportaron
un contenido de fenoles totales de 301.01 mg en 100 mL de infusion preparada con dos
gramos de hojas secas, es decir 150.5 mg/g de hoja seca, lo que indica que el EE tiene un

valor intermedio entre los extractos de té verde reportado en estas dos investigaciones.
El contenido de flavonoides se reporta en la Tabla 9, donde se observa que la

concentracion de flavonoides fue de 152.0 £ 10.7 mg/g para El y de 64.9 + 4.3 mg/g
para EE, valores que representan el 26.08 y 14.98 % de contenido de fenoles totales,
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Tabla 9. Contenido de compuestos fendlicos en los extractos de té verde.

Extracto Fenoles totales* (mg/g***) Flavonoides* (mg/g****)
EI** 582.678 £24.114 b 152.013+10.711 b
EE** 433.129 + 15.808 a 64.961 + 4.398 a

* Se muestra la media £ su desviacion estandar y las literales diferentes representan
diferencias significativas entre los tratamientos, por prueba de comparacion de medias
de T de Student (p<0.05).

** EE: extracto experimental; El: extracto industrial

*** mg equivalentes de ac. galico/g de extracto

**** mg equivalentes de rutina/g de extracto
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respectivamente. Investigaciones realizadas por Fadda et al. (2014) reportaron haber
encontrado un 26.91 % de flavonoides con respecto al total de fenoles, valores que se

asemejan a los encontrados en nuestra investigacion en el El.

de las principales caracteristicas presentes en el té verde y por las que se le
atribuyen mas caracteristicas funcionales, es a su contenido de flavonoides, como lo
sugiere un estudio realizado por Perva-Uzunali¢ et al. (2006), quienes cuantificaron que
en té verde, variedad Fanning Belas, obtuvieron 191 g de catequinas por kg de hojas
secas de té verde, un contenido que supera a las 70 plantas medicinales analizadas por
Katalinic et al. (2006).

En base a lo anterior, una gran cantidad de autores ligan la capacidad
antioxidante con el contenido de compuestos fendlicos (Frei y Higdon, 2003; Almajano
et al., 2008; Tao y Lambert, 2014), por lo que el mayor contenido de fenoles totales y
flavonoides en el EIl, puede ser la explicacion de presentar mayor capacidad de
inhibicion del radical DPPH.

Color de las Peliculas

El color de las peliculas formadas, a partir de las soluciones formuladas para la
generacion de los recubrimientos, puede afectar el color de la carne una vez aplicado,
por lo que se procedié a medirlo. El recubrimiento de quitosano presentd valores de L*,
a*, b*, C*, y h*, de 34.67, -0.21, -0.25, 0.35 y 215.25 (Tabla 9), respectivamente. Estos
resultados difieren con lo reportado por Schreiber et al. (2013), quienes elaboraron una
pelicula de quitosano, encontrando valores de L*, a * y b* de 88.36, -2.18 y 2.08,
respectivamente. A pesar de que se observa una diferencia en los valores de L* y b*, el
valor de a* fue muy similar al obtenido en esta investigacion. En la investigacion
realizada por Schreiber et al. (2013) se afiadié acido galico a las peliculas de quitosano,
ellos observaron como la adicion afectaba los valores del color de la pelicula, ya que

mientras el valor L* se mantenia, a* disminuia y b* aumentaba.

68



"(50'0>d) Jowesyi-Aaxn seipaw ap ugioesedwod ap egenud Jod ‘sojuaiwerel)
SO| 813U SeAlTedIIubIS selouaIayIp ueluasaldal Sa1uaIBIp Safelall] Se| A Jepuelss UQIJRIASAP NS F RIPSW B BAISONW 8Sxx
‘oues0lInb ap aseq U0 OjUBIWIIgNIaI [e opIpeye apJaA 91 ap (d/d) alejusdalod [e ais1ysl 89S«

9 09%7'0+TL0'8. 3 €62°0+96S°L J 08C0+IEV'L 9 LOT'O0+TLST 99 TLT0+8E9VE %T 34
9 ¢SCT+C1C18 9  699°0+G¥9'9 9  GEG0+P9G'9 P ¥12°0+9¢0°'1T 39 080°0+v681E %S0 44
2  €20°¢¥.L29'G8 2 [SG0+L0T'€ 9 /LPS0+960°€ 9 9vT°0+vSc0 J 90€°0+660°GE %1033
3 VGLZ+rE9'68 g €6T0+.9¢T 4 ¢2610+99¢T ge T90°0+T10°0 3 €9C°0+G0T°S€E %G00 33
ge Q0T9€+96EVS 9 919°0+06E°L °© LL9°0+GT09 6 vTT'0F¢L2V e ELE0F2IVTE %T 13
ge G/S9°¢+E09't9 9 (¢6L0+S699 ©° 8GL0+v¥09 3 TLE'0+G98C e T9/.°0+.19°1€ %S0 13
9 Tr0'T+06S°L.L P 8¥90+06LFY P ET90+G.9Y P 8¢C0+6E0°T q €.¢°0+5¢cEve %1013
9 0¢0°L+T.S'18 J ¢680+CS0€ 9 T.B0¥866°¢C J 88C'0+SES0 g 9TS'0+19€'vE %S00 13
P T90°GE+0SC'STC e EG20+ESE0 ' P92°0+0GC0- e 0¢1°0+0TC0- 99 TO0'T+699° 7€ [0u0)
£e[naljed

*Y *0 x{ *B *1 ] 3p aAR|D

seynaljad se| ap 40j0D "OT B|geL

69



Para el caso valor de la luminosidad (L*) se puede observar que todos los tratamientos
son similares al control, excepto aquellos que se elaboraron con las concentraciones de
0.5y 1% de EI. Los resultados muestran que el pardmetro a* aument6 conforme se
incrementd la concentracion del extracto, siendo mas notorio en los tratamientos
elaborados con el El. El parametro b* aumento6 de la misma forma conforme aumentaba
la concentracion del extracto, pero en nuestro caso fue mas intenso el cambio en los

tratamientos elaborados con el EE.

El pardmetro C* mostré un comportamiento similar a a* y b*, pero sin ser
superior para un extracto u otro, en cambio h* mostré una disminucion en sus valores
conforme aumento la concentracion del extracto, siendo mayor esta disminucién en los

tratamientos elaborados con El.

Propiedades Mecanicas de las Peliculas

Conocer el comportamiento mecénico de un material de envasado, con
propiedades funcionales, es crucial para definir las condiciones a las que puede
manipularse y asi llegar lograr aprovechar estas propiedades. En el caso de los
biomateriales, como el quitosano, es de primordial importancia conocer sus condiciones
mecanicas, lo anterior puede llegar a ser la principal limitante para usarse como envase
(Miranda et al., 2003; Srinivasa et al., 2007; Vargas et al., 2009; Martinez-Camacho et
al., 2010; Rudnik, 2013). Las propiedades mecéanicas de las peliculas de quitosano que
se cuantificaron para el caso de las peliculas de quitosano y de quitosano adicionado con
los extractos EE y El, son los siguientes: mddulo de elasticidad o modulo elastico (E),
limite de elasticidad, esfuerzo maximo, esfuerzo de ruptura y porcentaje de elongacion
(%E).

Moddulo de elasticidad. EI modulo elastico, es decir la relacién esfuerzo-deformacion

dentro de la zona elastica de un material, puede o0 no ser deseable un valor alto, esto

70



"(50'0>d) Jswesyj-Asxn seipaw ap ugioesedwod ap egsnuad Jod ‘sojusiwerel)
SO| 813U SeAlTed1IubIS selouaIayIp ueluasaldal Sa1uaIBMIP Safelall] Se| A Jepurlss UQIJRIASAP NS F RIPSW B BAISONW 8Sxx
"0uUeS0}INb ap 8seq Uod OJUBIWIIgNIaL [e opIpeye apJaA 81 ap (d/d) alejusalod
[e 213121 8S 0Jawnu |9 A (opeloge|a 010vJIX3 ;33 ‘[eLISnpuUl 010RJIX3 :|13) 019e1IXe 3p 0dI) e UdJaljal oS Sel1d] Sex

e  GO0F00T O TZSTFOTTS O GOETFS8ES B GOOFG80 © [8SEF69TYT %T 33
0 900F.y'T 9€0CZFLVSeT  96GTZFET'9ZT O 969FCE9T  JE0'S8T ¥ 0£'888T %S0 33
O 600F6VY 9¥.9TF98CCT  9G8ITFIOVZT  PIESBZFI9G89 @ ¥0'6.C F 060L7C %T°0 33
PO 69CFTC9 ©86EITFEZT60T  8/E9TFCLTIT  PO/8OZFBEEY O 0L'8LF ¥y 9z8T %S0°0 33
d GEOFTYT © GO0 F9LT ® GO0 F9LT O ¥WeT+009y  UOLLET ¥ 68°€ZrYy %T 13
0 TZTFOTS 0 €26 FT08T 066G F2€8T P ETI9TF00¥8  YOIT'69T F /8'Geey %G°0 13
P 6yyF20TT P G8/ZF95/8 PGELCF0988 P S8TI+G8.8 O 8/48FGT8LLE %T0 13
PO 86ZF6S8 P 9EVZFE0E8 PEIVZFE6E8 P CY6FCI9G.  J £6'86F ZLYEVE %S00 13
P €ZYFE60T O COPTFSTSY O SyyIFey’/9 2 OVOTF0S.S O 80°€ELFZ6SST |0.1U0D
(%) (edIN) (edIN) xx(BdN) xx(BdN) «e|naJjad
"Xew uoloebuo|g  -1dnu ap 0zianys3 "Xew 0zJanys3 0211se[9 aywiT] 3 e| ap aAe|D

se|naljad sej ap sealuedsw sspepaldold * TT ejgel

71



debido a que el valor elevado de E es sinénimo de alta resistencia a la deformacién
(rigidez del material). Sin embargo, esto puede comprometer el porcentaje de
elongacion, como se puede observar en la Tabla 11, donde se presenta un fendmeno que
es comun a muchos materiales y es que mientras mas alto es el modulo elastico, menor

es el porcentaje de elongacion a la ruptura (Beer y Jonhston, 1995).

El E de la pelicula control fue de 1559.2 + 73.08 MPa lo cual es cercano a lo
reportado por Srinivasa et al. (2007) de 1875 MPa para una pelicula de quitosano, sin
embargo este es un valor bajo al compararse con un material polimérico empleado como
material de envase, por ejemplo, el nylon o poliamida presenta un valor de E de 2800
MPa (Beer y Jonhston, 1995). Adicionalmente, en la Tabla 10 se puede observar un dato
interesante, mientras que aumenta la adicion del EI aumenta el valor de E, hasta 4423.89
MPa; la adicién del EE muestra un valor maximo del E, de 2470.90 MPa, al agregar la
concentracion de 0.1 % y luego se reduce hasta 142.69 MPa con la adicion de la

concentracion superior, lo que se encuentra por debajo del 10 % del valor del control.

Limite elastico. El limite eléstico para la pelicula de quitosano, se observa en la Tabla
10, el cual fue de 57.50 MPa. La adicion de extracto a bajas concentraciones produjo un
aumento en este parametro. Los valores mas altos se observaron para los tratamientos de
EE 0.05%, EE 0.1% y EE 0.5%, con valores de 75.62, 87.85 y 84 MPa, respectivamente,
es decir la adicion del EE le confiere elasticidad a la pelicula. Sin embargo, al
multiplicar estos limites elasticos con los valores de los modulos elasticos, se puede
observar que la deformacion elastica no fue mayor al 4%, para ninguno de los
tratamientos, por lo que estas peliculas, no pueden considerarse materiales elasticos
(Roeder, 2013).

Esfuerzo maximo y esfuerzo de ruptura. Dado que el esfuerzo maximo y el de ruptura
no presentaron diferencias significativas (p>0.05) para ninguno de los tratamientos, se

considera que el material no es ductil, es decir, se trata de un material fragil (Roeder,
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2013). El esfuerzo maximo y el de ruptura son medias de la cantidad de energia que
puede absorber un material antes de su rotura, lo mas deseable para que un envase cuya
funcién incluye la proteccion, es un valor de esfuerzo méximo y de ruptura elevados
(Robertson, 2013). El tratamiento control mostro un valor de 67.43+14.45MPa, que se
encuentra dentro del rango de valores encontrados por Leceta et al. (2013) para este tipo
de peliculas, que va desde 53.98+ 7.65 hasta 68.47 + 2.58 MPa. Los tratamientos que
mostraron el mayor esfuerzo maximo fueron: EI 0.05%, EI 0.1% y EI 0.5%, con valores
de 111.72, 12461 y 126.19 MPa, respectivamente; los tratamientos siguieron en
magnitud fueron: EE 0.05% y EE 0.1%, con valores de 83.93 y 88.60 respectivamente;
el El 1% no mostré diferencias significativas (p>0.05) con el control, y los tratamientos

EE 0.5% y EE 1% se vieron disminuidos drasticamente en esta propiedad (Tabla 10).

Elongacion. El porcentaje de elongacion (%E) muestra la capacidad de un material para
estirarse, e indica la capacidad del material para absorber energia, antes de romperse
(Robertson, 2013). EI nylon por ejemplo presenta un %E de 50, mientras que algunos
materiales presenta valores de hasta 500 y 600, como es el caso de poliéster elastomérico
y el caucho, respectivamente (Beer y Jonhston, 1995). En el caso de las peliculas de
quitosano se ha logrado mejorar sus caracteristicas mecanicas con la adicion de

plastificantes como glicerol, tween 80 y cera de abeja (Miranda et al., 2003).

Los %E de las peliculas de quitosano, en la mayoria de los tratamientos, fueron
mayores a lo reportado por Miranda et al. (2003) y Martinez-Camacho et al. (2010),
quienes encontraron valores de aproximadamente 2% para este tipo de peliculas, al
mismo tiempo muestran un valor bajo comparado con lo reportado por Sun et al. (2014)
de 32.36%, y Vargas et al. (2009) de 17 %. Es decir, los valores encontrados en nuestra
investigacion se encuentran en la parte media de los reportados por los autores para esta
caracteristica en las peliculas de quitosano. La pelicula control, es decir, sin adicion de
extracto de té, presenta un %E de 10.93, y se observa una disminucion en esta propiedad

al aumentar el porcentaje de adicion de extracto, los tratamientos que no presentaron una
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disminucion significativa fueron El 0.05%, EI 0.1% y EE 0.05%, con valores de 8.59,
11.02 y 6.21, respectivamente.

La adicion excesiva del extracto de té verde puede generar una reduccion
importante del %E, como lo demuestra el tratamiento EE 1% que reduce su valor hasta
1%. Lo anterior significa que el extracto de té verde no presenta propiedades como
plastificante en la pelicula de quitosano, en los porcentajes cuantificados en esta

investigacion.

Capacidad Antioxidante de las Peliculas

La evaluacion de la capacidad antioxidante de las peliculas se realizd una vez que éstas
fueron disueltas considerando una concentracion del 1% (p/v) en una solucién de &c.
acetico al 1%. Los resultados de esta cuantificacion correspondieron a evaluar el
porcentaje de inhibicion del radical DPPH y el contenido de compuestos fenodlicos, los

cuales se presentan a continuacion:

Inhibicion del radical DPPH. Los resultados encontrados muestran que la capacidad de
inhibir al radical DPPH aument6 conforme la concentracion de té verde se increment6
en la pelicula (Tabla 12), para ambos extractos, observandose que no se encontraron
diferencias significativas en los tratamientos con las concentraciones mas altas en los
dos extractos, es decir que a pesar de que EI mostré un mayor potencial de inhibicion del
radical DPPH, esto no se reflej6 en la capacidad antioxidante de los recubrimientos
desarrollados. Esto contrasta con lo reportado por Li et al. (2014), quienes cuantificaron
el porcentaje de inhibicion del radical DPPH en peliculas de gelatina adicionadas con
diferentes concentraciones de extractos naturales (0, 0.01, 0.1 0.5%); a dichas
concentraciones de extracto de té verde en peliculas de gelatina se observd una

inhibicidn nula al 0%, menor al 10% para la concentracion de 0.01, mayor al 90% para
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Tabla 12. Inhibicion (%) del radical DPPH (Promedio = D.E.) de las peliculas disueltas

en acido acético.

Inhibicion del radical DPPH (%)**

Control
El 0.05%*
El 0.10%*
El 0.50%*
El 1%*
EE 0.05%*
EE 0.10%*
EE 0.50%*
EE 1%*

-0.159
34.216
71.875
92.479
92.850
28.418
63.483
91.011
92.603

+ H+H+ H+ H+ H+ H+ + I+

0.557
1.734
2.156
1.101
0.984
2.042
4.439
0.851
0.108

= ® T ~h—=Hh DO O

—h

*Se refiere al porcentaje (p/p) de té verde afiadido al recubrimiento con base de

quitosano.

**|_as literales diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos,

por prueba de comparacion de medias Tukey-Kramer (p<0.05).
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el porcentaje de adicion del 0.1% y una reduccién en la capacidad antioxidante de la
pelicula al aumentar el porcentaje de adicion de extracto de té verde a 0.5%.general, en
este estudio, el recubrimiento mostré una buena capacidad de inhibicion del radical
DPPH (encima del 92%), al compararse con algunos envases activos, a los cuales se
agregaron extractos naturales de Curcuma longa L. (Bitencourt et al., 2014), Zataria
multiflora Boiss y Mentha pulegium (Shojaee-Aliabadi et al., 2014a) en concentraciones
desde 2 hasta 3%, resultados que no concuerdan con la presente investigacion, pues no

superaron el 80% de inhibicién del radical.

Compuestos fenodlicos. En las peliculas también se cuantifico el contenido de
compuestos fendlicos, mediante el analisis de fenoles totales y flavonoides. En la Tabla
13 se muestran los resultados de la concentracion (mg/g) de ambos indicadores
considerados en la evaluacion de la capacidad antioxidante de las peliculas, en la cual se
observa un contenido superior (p<0.05) de ambos en los tratamientos elaborados a partir
de EI. Para el caso del contenido de flavonoides en todos los tratamientos, se
encontraron contenidos desde 0.03 hasta 1.227 mg equivalentes de rutina/g de
recubrimiento. Lo cual corresponde a lo encontrado en la evaluacion de la capacidad
antioxidante de los extractos, siendo El el que presentd mayor contenido de compuestos

fendlicos de manera similar a lo encontrado en este analisis.

Considerando la dilucién realizada para la determinacion del contenido de
compuestos fenolicos de las peliculas, se observa que en las peliculas se conserva del 95
al 100% de los compuestos fendlicos de los extractos adicionados. Ademas, esta
concentracion es directamente proporcional con la del extracto afiadido a la formulacion,
lo cual no se ha observado en otros extractos, como lo reportado por Shojaee-Aliabadi et
al. (2014b), quienes al agregar tres veces el contenido de extracto de Zataria multiflora
Boiss y Mentha pulegium, observaron so6lo el doble de aumento en la concentracion de

equivalentes de acido galico.
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Tabla 13. Contenido de compuestos fenolicos en las peliculas diluidas al 1%.

Extracto** Fenoles totales* (mg/g)** Flavonoides* (mg/g)***
Control 0.000+0.011a 0.000 £0.001 a
El 0.05% 0.338 +0.020 ¢ 0.067 £0.003 c
El0.10% 0.668 £ 0.049 e 0.137+£0.014 d
El 0.50% 3.262 +0.226 g 0.740£0.118f
El 1% 6.367 £ 0.735 i 1.227 +0.525 ¢
EE 0.05% 0.229 £ 0.008 b 0.030 £ 0.004 b
EE 0.10% 0.468 £ 0.016 d 0.061+0.011c
EE 0.50% 2.343+0.385f 0.334+0.035¢
EE 1% 4.601+0.324 h 0.613+0.110f

* Se muestra la media £ su desviacion estandar y las literales diferentes
representan diferencias significativas entre los tratamientos, por prueba de
comparacion de medias Tukey-Kramer (p<0.05).

** EE: extracto experimental; El: extracto industrial
*** mg equivalentes de ac. galico/g de recubrimiento
**** mg equivalentes de rutina/g de recubrimiento



Capacidad Antibacteriana de los Extractos de Te Verde

En las Figuras 20 y 21 se puede observar como los dos tipos de extracto de té
verde, EE y EI, cuyas concentraciones de té verde empleadas fueron de 0.5, 0.25, 0.125,
0.062 y 0%, actuan para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus ATCC29213B (SA) y Listeria innocua ATCC33090 (LA)
(Figura 20) y de las bacterias Gram negativas Escherichia coli ATCC25922 (EC) y
Salmonella choleraesuis. ATCC10708 (SC) (Figura 21).

La adicion de los extractos tuvo efecto (p<0.05) sobre la inhibicion del
crecimiento dependiendo del tipo de bacteria utilizada, observandose que dicho efecto
fue mas fuerte (p<0.05) en las bacterias Gram positiva. También se observo que la
concentracion minima inhibitoria se encuentra entre 0.5 y 0.25% de adicién, para ambas
bacterias y ambos extractos; sin embargo, para el caso de las Gram negativas, EC y SC,
no se encontrd una inhibicion total, es decir, se presentd un retraso en su crecimiento a la
concentracion mas alta utilizada (0.5%). Ademas, se observaron pequefias, pero
significativas diferencias (p<0.05) por el tipo de extracto utilizado, siendo mayor la
capacidad de inhibicion del EI.

El efecto antimicrobiano del té verde se ha probado en funcion de dos
mecanismos. Arakawa et al. (2004) identificaron peroxido de hidrégeno producido, en
solucién acuosa, por la interaccion de EGCG con el oxigeno; este compuesto producto
de la reaccion, parece ser el responsable de la accion bactericida del té verde. En otra
investigacion Nakayama et al. (2013) sugieren que la EGCG inhibe la funcién principal
de la porina, es decir, el transporte pasivo de pequefias moléculas hidrofilicas tales como

la glucosa, lo que conduce a la inhibicion del crecimiento bacteriano.

78



SA-EE SA-EI

0.7 - 0.7 -
0.6 0.6
é 0.4 g 0.4
S 0.3 g 03
000 n 0.0
0.1 '8';
-0.2 - e
0.3 - 0.3 . : o
: Tiempo de incubacién (horas) Tiempo de incubacion (horas)
LI-EE LI-El
0.6 - 06 -
0.5 0.5
A0.4 0.4
Eos Eo3
o
0.2 S 02
<01 0.1
20,0 0 0.0
o
0.1 0.1
-0.2 - -0.2
-03 - . . - -0.3 - . . .
Tiempo de incubacion (horas) Tiempo de incubacién (horas)

Figura 20. Inhibicion del crecimiento de las bacterias Gram positivas Staphylococcus
aureus ATCC29213B (SA) y Listeria innocua ATCC33090 (LI), empleando
dos tipos de extracto de té verde, el extracto experimental (EE) y el extracto
industrial (EI).

Las concentraciones (%) de té verde empleadas fueron de 0.5 (=#=), 0.25 (
=), 0.125 (=), 0.062 (—®=) y 0 (—*).
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Figura 21. Inhibicion del crecimiento de las bacterias Gram negativas Escherichia coli
ATCC25922 (EC) y Salmonella choleraesuis. ATCC10708 (SC), empleando
dos tipos de extracto de té verde, el extracto experimental (EE) y el extracto

industrial (EI).

Las concentraciones (%) de té verde empleadas fueron de 0.5 (=#=), 0.25 (
=), 0.125 (=), 0.062(—*—) y 0% (—*—).
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Capacidad Antibacteriana de los Recubrimientos

En las Figuras 22 y 23 se muestra la cinética de crecimiento bacteriano y el
efecto de la presencia del recubrimiento de quitosano adicionado con los dos tipos de
extracto de té verde (EE y EI), sobre el crecimiento de las bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus ATCC29213B (SA) y Listeria innocua ATCC33090 (LI) (Figura
21) y de las bacterias Gram negativas Escherichia coli ATCC25922 (EC) y Salmonella
choleraesuis. ATCC10708 (SC) (Figura 22). Los extractos de té verde se adicionaron a
los recubrimientos en concentraciones de 0, 0.05, 0.1, 0.5 y 1% (p/v), adicionalmente se
muestra el crecimiento bacteriano con la utilizacion de gentamicina y de un control
positivo (+), donde se probd el crecimiento del microorganismo solo en el medio de

cultivo.

Como se puede observar en la Figura 22, que respecto al control, la inhibicién
(p<0.05) del crecimiento de las bacterias Gram positivas se debié a la accion del
quitosano y en mayor medida a las diferentes concentraciones de té verde utilizadas. Por
otro lado, el quitosano por si solo muestra un efecto inhibidor, que se incrementa al
incorporar el té verde; es importante resaltar que este efecto se presenta mejor al utilizar
El a las mas altas concentraciones. Para el caso de SA, las concentraciones 0.1, 0.5y 1%
mostraron la mayor capacidad de inhibicién (p<0.05); sin embargo, no se encontraron
diferencias entre estas concentraciones (p>0.05). Mientras que para LI, las
concentraciones 0.1, 0.5 y 1% mostraron la mayor inhibicion (p<0.05), pero sin mostrar
diferencias (p>0.05) entre ellas. Estos resultados muestran, en primer lugar que la
adicion del EI fue el que mejord las propiedades antimicrobianas del recubrimiento; y en
segundo, que este recubrimiento desarrollado a base de quitosano presenta un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de bacterias Gram positivas, como lo demostraron No et
al. (2002) quienes evaluaron la inhibicion del crecimiento de cuatro bacterias Gram
negativas y siete Gram positivas, encontrando que el quitosano mostr6 un efecto
antibacteriano mas fuerte sobre las Gram positivas, tales como Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, entre otros.
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Figura 22. Inhibicion del crecimiento de las bacterias Gram positivas Staphylococcus
aureus ATCC29213B (SA) y Listeria innocua ATCC33090 (LI) empleando el
recubrimiento de quitosano al 1% adicionado con dos tipos de extracto de té
verde, el extracto experimental (EE) y el extracto industrial (EI).

Las concentraciones de té verde utilizadas fueron de 1 (=#=), 0.5 (=),
0.1 ( ), 0.05 ( )y 0 (=), expresadas en porcentaje (p/v),
gentamicina (==>¢=) y control + (=®=).
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Figura 23. Inhibicion del crecimiento de las bacterias Gram negativas Escherichia coli
ATCC25922 (EC) y Salmonella choleraesuis. ATCC10708 (SC), empleando
el recubrimiento de quitosano al 1% adicionado con dos tipos de extracto de
té verde, el extracto experimental (EE) y el extracto industrial (EI).

Las concentraciones de té verde utilizadas fueron de 1 (=i=), 0.5 (=#*),
0.1 ( ), 0.05 ( )y 0 (=), expresadas en porcentaje (p/v),
gentamicina (=) y control + (==#=).
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Para el caso de las bacterias Gram negativas (Figura 23), los resultados muestran
que entre ambas bacterias el comportamiento es diferente, tanto entre el control positivo
como con la aplicacion del recubrimiento sin adicion de té verde; ya que mientras EC
presenta una inhibicién poco menor al 50%, para SC es cercana al 80%. Lo anterior
puede significar que SC es mas susceptible a la accion inhibitoria de los compuestos
presentes en los recubrimientos. En cuanto a la adicion de té verde, EC presenta una
clara diferencia (p<0.05) entre el recubrimiento desarrollado solo a base de quitosano y
el extracto, independientemente de la concentracion utilizada; mientras que para SC la
diferencia entre estos es mucho menor, aunque significativa (p<0.05). También puede
observarse que la capacidad antibacteriana del té verde es similar al efecto bactericida de
la gentamicina, aunque sin considerar diferencias (p>0.05) entre las diferentes

concentraciones de té verde empleadas, ni entre el tipo de extracto (p>0.05).

En general, se puede observar una fuerte inhibicion del recubrimiento de
quitosano para todas las bacterias utilizadas. Sin embargo, este efecto no podria
atribuirse completamente al quitosano, ya que en el desarrollo del recubrimiento se
utilizé acido acético al 1%, compuesto que ha demostrado capacidad antibacteriana. En
este tipo de recubrimiento se ha observado el efecto del tipo de solvente utilizado en su
elaboracion. (No et al., 2002) desarrollaron recubrimientos utilizando diferentes
solventes tales como los acidos lactico, férmico, propiénico, acético y ascoérbico;
quienes reportaron que el recubrimiento con acido acético fue el que presentd mejor
capacidad antimicrobiana para la mayoria de las bacterias tanto Gram positivas como

negativas.

Considerando que el extracto de té verde por si solo tuvo efecto bactericida a la
concentracion mas alta sobre las bacterias Gram positivas (Figura 20), con la adicion de
este al recubrimiento parece potenciarse el efecto sobre las Gram negativas (Figuras 22 y
23), principalmente sobre SC. Lo anterior podria significar que en las bacterias Gram
negativas el té verde presenta un efecto de inhibicion bacteriana aditivo al quitosano vy al
acido acético, mientras que con las Gram positivas, la inhibicion podria deberse a la

accion individual del té verde y el quitosano por si solos.
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ETAPA I

En esta segunda etapa del experimento se emplearon los recubrimientos que
mostraron las mejores propiedades antioxidantes y antimicrobianas en la Etapa I, los

cuales fueron aplicados en carne de cerdo con hueso.

En esta etapa se midio el grosor de la pelicula formada sobre la carne,
observandose un espesor promedio de 0.065+0.023 mm, no encontrandose diferencias

significativas entre los tratamientos (p<0.05).

La carne fue conservada en refrigeracion durante un periodo de 25 dias y
evaluada para establecer la efectividad de los recubrimientos en el mantenimiento de la

calidad. Los resultados de estos andlisis se presentan a continuacion:

pH de la Carne Durante su Almacenamiento

En la Tabla 14, se presentan los valores de pH de los tratamientos durante el
periodo de almacenamiento, donde se observa tendencia al incremento a lo largo del
tiempo, tanto para los recubrimientos, como para el control, aunque s6lo se observan
diferencias (p<0.05) entre los tratamientos que incluyeron al té verde en su composicion.
Esta misma tendencia la han observado otros autores en carne fresca de cerdo (Qin et al.,
2013; Rahman et al., 2013). Al inicio del almacenamiento, el control presenté un pH
estadisticamente superior (p<0.05) al de los tratamientos con recubrimiento, lo que
puede atribuirse, a la naturaleza acida del recubrimiento. Durante el almacenamiento se
observo como esta diferencia desaparecio, y una vez transcurridos los 25 dias solo
existio diferencia entre los tratamientos control y de quitosano. Rahman et al. (2013)
consideran que este pequefio aumento en el pH podria deberse a la degradacién de las
proteinas y a la produccion de aminas. Lo anterior puede indicar que el té verde
adicionado a los recubrimientos comestibles funciona como amortiguador del efecto

acidificante.
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Tabla 14. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el pH de la carne con aplicacion
de recubrimientos de quitosano y té verde.

Dia Q(0)*-T(0)** Q)*-T(0)** Q()*-T(0.1)**  Q(1)*-T(0.5)**
0 5.62+0.12 B2 5.44+0.06 "2 5.40+0.11 A2 5.35+0.13 A2

5 5.65+0.10 B2 5.47+0.05 A2 5.460.05 A% 5.48+0.06 A%
10 5.63+0.06 B2 5.50+0.10 A2 5.47+0.06 A% 5.54+0.07 AB°
15 5.66+0.17 A2 5.52+0.18 A2 5.55+0.11 A% 5.52+0.13 A%
20 5.70+0.13 A2 5.53+0.23 A2 5.60+0.21 A% 5.56+0.19 A°
25 5.77+0.22 B2 5.53+0.18 A° 5.63+0.12 AB° 5.57+0.10 AB°

A5 Demuestran las diferencias estadisticas (p<0.05) de los promedios + DE por fila.

*b Demuestran las diferencias estadisticas (p<0.05) de los promedios + DE por columna.
*porcentaje de adicidn de quitosano en el recubrimiento.

**porcentaje de adicion de extracto de té verde en el recubrimiento.
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Oxidacion de Lipidos

Los resultados de la evaluacion del grado de oxidacion de lipidos de la carne
durante su almacenamiento en refrigeracion se presentan en la Figura 24, donde se
puede apreciar que el contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS),
expresadas como mg de malondialdehido/kg de muestra, es igual (p>0.05) entre todos
los tratamientos al inicio del periodo de almacenamiento. Los valores al inicio del
tiempo de conservacion son mas bajos que los reportados en otras investigaciones en las
que se utilizé carne de cerdo fresca (Shrestha y Min, 2006; Cardenia et al., 2011;
Rahman et al., 2013), los cuales son mayores a 0.2 mg/kg de carne a las 24 h post
morten. Sin embargo, los valores obtenidos concuerdan con los reportados por Kim et
al. (2013), quienes midieron el contenido de TBARS en carne fresca de cerdo,

especificamente en los musculos longissimus thoracis et lumborum (LT y LL).

Los resultados generados en esta investigacion muestran una velocidad mas baja
en la formacién de TBARS que los reportados por Kim et al. (2013), respecto al control,
siendo la concentracion de TBARS del dia 25 cercana a lo que estos autores reportan
para el dia 5. Quienes aplicaron un recubrimiento de quitosano en carne fresca y
previamente congelada y descongelada. En la Figura 24 también se observa que no hubo
cambio (p>0.05) durante el tiempo de almacenamiento en los tratamientos que contenian
té verde en su formulacion. En contraste, los valores de TBARS del control aumentaron
(p<0.05) a lo largo del tiempo, al igual que el tratamiento con sélo quitosano, el cual
alcanzé valores mas elevados (p<0.05) de malondialdehido, que el mismo control. Lo
cual no concuerda con lo encontrado por Rajalakshmi et al. (2013), quienes reportaron
una alta actividad antioxidante de quitosano aislado a partir de exoesqueleto de camaron.
Tampoco coinciden con los resultados de Fan et al. (2009) quienes aplicaron un
recubrimiento de quitosano al 2% sobre carpa plateada (Hypophthalmicthys molitrix)
durante almacenamiento en congelacion, ya que observaron un retraso en la formacién
de malodialdehido, es decir una reduccién de la oxidacion de lipidos por efecto del

recubrimiento.
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tiempo.
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Por lo anterior, es posible que la razén por la cual la efectividad del quitosano no
haya sido similar en el presente estudio, sea que la concentracion utilizada, estuvo 50%

por debajo de la reportada por estos autores.

Al realizar la comparacion entre los diferentes tratamientos evaluados, se observa
que no existieron diferencias (p>0.05) al inicio del experimento; sin embargo, conforme
transcurrio el tiempo, los valores de malondialdehido aumentaron, principalmente a
partir del dia 15 de almacenamiento, mostrandose que al final se observan los valores
mas bajos (p<0.05) para los tratamientos T (0.1%) y T (0.5%), es decir los que contenian

el extracto de té verde.

Witte et al. (1970), establecen que el limite maximo aceptable de
malondialdehido en carne para considerarla como no oxidada es de 1 a 2 mg/kg. Por lo
anterior, es posible establecer que los valores encontrados a lo largo de los 25 dias del
almacenamiento, son aceptables, ya que el valor maximo encontrado fue de alrededor de

0.103 mg/kg, el cual correspondid al tratamiento que contenian sélo quitosano.

Evaluacion Microbioldgica de la Carne

Los resultados del andlisis de los microorganismos meséfilos se muestran en la
Figura 25, en la cual se observa que al dia cero del almacenamiento todos los
tratamientos presentaron una carga microbiana similar (p>0.05). No obstante, a partir del
dia cinco se observa diferencia (p<0.05) entre el grupo control y el resto de los
tratamientos; diferencia que se hace mas evidente con el paso del tiempo. En todos los
tratamientos se observa crecimiento microbiano a lo largo del tiempo; sin embargo, la
velocidad con que aumenta esta carga bacteriana es menor (p<0.05) con la inclusién del
recubrimiento comestible. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en la
carga de meséfilos, entre ninguno de los tres tratamientos donde se aplicd un

recubrimiento comestible.
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Al final de los 25 dias de almacenamiento el grupo control presenté una carga
microbiana promedio de 2.1X10° UFC/g de carne, carga que se encuentra cercana al
limite maximo permitido por la legislacién mexicana vigente, que es de 5X10° UFC/g de
producto, establecido en la NOM-034-SSA1-1993 y que estipula como limite para
permitir su comercializacion. La carne que se conservo envasada al vacio se encontraba
al final de su vida de anaquel, mientras que los tratamientos donde se aplicd el
recubrimiento comestible se mantuvieron tres ciclos logaritmicos abajo, es decir mil
veces menos carga microbiana, valor que el control presenté el dia 5 de su
almacenamiento (p<0.05), indicando que el recubrimiento es capaz de prolongar, al
menos 20 dias la vida util de la carne de cerdo empacada al vacio y conservada en

refrigeracion.

La calidad microbiolégica de la carne depende en gran medida de las
condiciones de obtencion durante el sacrificio, como lo mencionan Kumar et al. (2014),
quienes encontraron que el 29.66% de las muestras de diferentes especies sacrificadas en
rastros municipales de la India, rebasaban el limite legal permitido de 1X10* UFC/g,
para ese pais. Sin embargo, en otras investigaciones (Kim et al., 2013; Rahman et al.,
2013), donde la materia prima se obtuvo en establecimientos certificados, se han
encontrado cargas entre 1y 2 ciclos logaritmicos, es decir entre 10 y 100 UFC/g, lo cual

es muy similar a lo encontrado en esta investigacion, al inicio del experimento.

La carga microbiana observada para la carne fresca es menor a la observada por
Siripatrawan y Noipha (2012) en salchichas de cerdo con un recubrimiento de quitosano
y quitosano con té verde. Sin embargo, el comportamiento es similar, ya que en ambos
experimentos se observd una reduccion de mas de 3 ciclos logaritmicos por el uso del
recubrimiento de quitosano, no asi con el adicionado con extracto de té verde, donde no
se observo una diferencia estadistica (p>0.05) con respecto al recubrimiento de
quitosano solo, mientras que Siripatrawan y Noipha (2012) observaron un aumento en la
accion antimicrobiana del recubrimiento al agregar el extracto de té verde. Esta
diferencia puede deberse al tipo de bacterias que se desarrollan en la carne fresca y las
que se desarrollan en la salchicha que ya ha sido expuesta a un proceso de
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calentamiento. Como ya se ha mencionado, la funcién del té verde como agente
bactericida estd en funcion del tipo de bacteria (Arakawa et al., 2004; Almajano et al.,
2008).

Los resultados de la evaluacion de los microorganismos psicréfilos se muestran
en la Figura 26 donde se observa el comportamiento de estos a lo largo de 25 dias de
almacenamiento con los diferentes recubrimientos y el control. Al inicio del
almacenamiento (dia 0) todos los tratamientos presentaron una carga microbiana similar
(p>0.05), siendo hasta el dia 25 cuando se observan diferencias (p<0.05) en el desarrollo
de los microorganismos, excepto para el tratamiento Q (1)-T (0.5), el cual no presentd

diferencias (p>0.05) a lo largo de los 25 dias de duracion del almacenamiento.

Por otro lado, el crecimiento de microorganismos del tratamiento control
presento diferencias del resto de los tratamientos a partir del dia 10, siendo méas notable
la diferencia a lo largo del tiempo, llegando a presentar valores 200 veces mas que el
resto de los tratamientos, los cuales no mostraron diferencias significativas (p>0.05) a lo

largo del experimento, sin importar la composicién del recubrimiento.

Entre los tratamientos con los diferentes porcentajes de adicion de extracto de té
verde y el quitosano, no existe una diferencia con respecto a su capacidad inhibitoria de
bacterias psicrofilas, por lo que parece superflua la adicién del extracto en los

recubrimientos para mejorar su capacidad antimicrobiana.

Color de la Carne
La evaluacion del color de la carne y del hueso fueron realizadas en las mismas

condiciones, es decir, la medicion del color fue utilizando el mismo equipo (geometria),

asi como la relacién iluminante/observador, escala de color y preparacion de muestras.
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Figura 26. Cuenta en placa de bacterias psicrofilas aerobias totales expresados como
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A Denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre tratamientos el mismo dia.
*'Denotan diferencias estadisticas (p<0.05) de un tratamiento a lo largo del tiempo.
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En la Tabla 15 se muestran los resultados de esta evaluacion, donde se observa
que no existieron diferencias significativas (p>0.05) en la mayoria de los parametros
evaluados. La falta de cambios en los parametros de color de la carne, es en si mismo un
resultado alentador, pues significa que los tratamientos aplicados no repercutiran en el
color y como se ha mencionado en los antecedentes, el color de la carne es el criterio
principal por el cual el consumidor evalla su calidad y aceptabilidad y los consumidores

prefieren carne frescas de color rojo brillante (Faustman et al., 2010).

Durante almacenamiento no se presentaron cambios en el color, lo cual puede
deberse al empaque al vacio, ya que se ha demostrado que la ausencia de oxigeno reduce
los cambios en color (Grobbel et al., 2006; Veberg et al., 2006). También es importante
mencionar que los diversos autores que estudian los cambios de color en la carne, ponen
mas énfasis sobre los parametros L*, a* y C* (Mancini et al., 2004; Mancini et al.,
2007b; Faustman et al., 2010; Suman et al., 2011), siendo pocos autores quienes

consideran los parametros b* y H*, pues estos muestran menos variacion.

Como puede apreciarse en el Tabla 15 no se observaron diferencias (p>0.05)
entre tratamientos para el parametro a*, ni a lo largo del tiempo de almacenamiento.
Suman et al. (2011) probaron la aplicacién de quitosano al 1% sobre carne de bovino,
observando que los empaques al vacio mostraron lo valores mas bajos de a*, siendo
menos dréstica esta disminucion en aquellos tratamientos donde se aplico quitosano.
Considerando que el principal responsable del parametro de color a* de la carne es la
concentracion y estado del pigmento mioglobina (Gill, 1996) es de esperarse que los

cambios sean menos notables en muasculos con baja concentracion de este pigmento.

Por lo anterior, la ausencia de diferencias en el color puede atribuirse a una serie
de factores, entre estos la baja concentracion de pigmentos por el tipo de musculo y la
utilizacion del empaque al vacio. Sobre la implementacion del envase a vacio, Veberg et
al. (2006) observaron la disminucion de cambios en los parametros de color L*, a* y b*,

por efecto del empaque al vacio en carne molida de cerdo y pavo.
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Tabla 15. Valores de L*, a*, b*, C* y H* para la carne con aplicacién del
recubrimiento.

Dia_ Q(O)*-T(0)*>  Q(1)*-T(0)** Q)*-T(O.1)** Q(1)*-T(0.5)**
L* 0 47.01+7.86 Aa  50.99+5.48 Aa 51.63+5.01 Aa  54.08+7.71 Aa
5 50.81+3.08 Aa  58.28+2.87 Aa 57.38+2.19 Aa 54.74+5.71 Aa
10 52.34+4.08 Aa  54.63+2.81 Aa 56.92+1.55 Aa  51.10+2.0ABa
15 52.50+4.20 Aa  53.53+3.95 Aa 53.32+3.58 Aa  53.46+1.94 Aa
20 52.77+3.50 Aa  54.62+4.37 Aa 51.22+4.44 Aa  53.05+4.36 Aa
25 53.63+4.48 Aa  54.01+5.25 Aa 54.15+3.45 Aa  53.22+5.81 Aa
a* 0 1.78+0.37 Aa 1.28+0.18 Aa 1.72+0.69 Aa  2.02+0.72 Aa
5 1.50+0.52 Aa 1.36+0.42 Aab 1.50+0.41 Aa  2.04+0.35 Aa
10 1.93+0.36 Aa 1.58+0.22 Aab 2.13+0.52 Aa  2.39+0.39 Aa
15 2.18+0.89 Aa 1.96+0.87 Aab 1.99+0.47 Aa  2.71+0.86 Aa
20 2.24+0.47 Aa 2.15+0.55 Aab 2.40+0.67 Aa  3.05+0.68 Aa
25 2.46x1.32 Aa 2.36+0.76 Ab 2.24+0.74 Aa  3.18+0.88 Aa
b* 0 10.30+2.95 Aa  9.21+1.69 Aa 90.98+1.44 Aa  12.38+2.10 Aa
5 9.67+0.50 Aa 12.06+1.3Aab 12.05+1.84 Aa  12.59+1.62 Aa
10 9.68+0.72 Aa 10.19+1.Abab 12.13+0.96 Ca 11.43+0.3 BCa
15 9.94+1.47 Aa 10.70+0.8Aab 12.11+2.94 Aa  12.56+1.82 Aa
20 9.25+2.35 Aa 10.74x1.7Aab 11.09+2.25 Aa  12.57+3.00 Aa
25 11.25+2.62 Aa  13.05+2.63 Ab 12.87+2.11 Aa  14.12+2.66 Aa
C* 0 10.47+2.96 Aa  9.29+1.67 Aa 10.18+1.40 Aa 12.64+1.9Aa
5 9.82+0.53 Aa 12.16+1.40 Aab  12.15+1.87 Aa 12.79+1.6Aa
10 9.88+0.69 Aa 10.32+1.13 Aab  12.34+0.99 Aa 11.70+0.3Aa
15 10.23+1.58 Aa  10.95+1.01 Aab  12.62+3.25 Aa 12.89+1.9Aa
20 10.38+1.70 Aa  11.75+0.94Abab 12.23+1.2ABa 13.76+2.1Ba
25 11.56+2.77 Aa  13.28+2.70 Ab 13.08+2.19 Aa  14.52+2.6Aa
H* 0 80.07+1.62 Aa  83.84+1.79 Aa 80.09+4.35 Aa  80.82+3.63Aa
5 81.30+2.86 Aa  83.63+1.85 Aa 83.05+1.08 Aa  80.66+1.68Aa
10 78.66+2.30 Aa 81.22+1.30 Aa 80.15+2.02 Aa  78.29+1.67Aa
15 78.12+3.72 Aa  80.14+3.55 Aa 78.13+3.56 Aa  77.78+2.72Aa
20 81.64+2.46 Aa  82.29+2.15 Aa 81.85+1.30 Aa  79.65+1.12Aa
25 78.19+4.95 Aa  79.92+2.03 Aa 80.30+2.08 Aa  77.14+4.03Aa

A5 Demuestran las diferencias estadisticas (p<0.05) de los promedios + DE por fila.

% Demuestran las diferencias estadisticas (p<0.05) de los promedios + DE por

columna.

*porcentaje de adicion de quitosano en el recubrimiento.

**porcentaje de adicion de extracto de té verde en el recubrimiento.

95



Color del Hueso

El oscurecimiento del hueso se caracteriza por una disminucion de los
parametros L* y a* y puede ser causa de rechazo de un producto carnico por parte del
consumidor (Mancini et al., 2004; Mancini et al., 2007a). Como se puede apreciar en la
Tabla 16, en este experimento no se encontraron diferencias (p>0.05) en ninguno de los
parametros de color (L*, a*, b*, C* y H*) durante los 25 dias de almacenamiento en
todos los tratamientos (control, quitosano y quitosano adicionado con té verde), es decir,
no se presentd el fendmeno de oscurecimiento del hueso. Esto probablemente se deba a
la utilizacion del envase a vacio, ya que respecto a esto Grobbel et al. (2006), analizaron
el efecto del tipo de envasado en la decoloracion de la médula 6sea, observando que la
decoloracion de ésta se presentd en una atmosfera rica en oxigeno; mientras que los
huesos envasados en una atmdsfera con bajo nivel de oxigeno, mostraron una
decoloracion minima. Sin embargo, los resultados de esta investigacion muestran que se

pueden observar ciertas tendencias en el comportamiento de los parametros de color.

En el dia cero, L* se mostré valores méas altos para los tratamientos con
aplicacion del recubrimiento que para el control (p<0.05); esta diferencia desaparecio a
partir del dia 5 en adelante, excepto en el recubrimiento de quitosano, Q (1)-T (0), con el
cual se observé un aumento (p<0.05) a lo largo del tiempo. Por otra parte, aunque no se
presentd una diferencia (p>0.05), el tratamiento control mostré la misma tendencia al
aumentar el valor L*, lo que concuerda con lo descrito por Siripatrawan y Noipha
(2012), quienes observaron un aumento en el tratamiento control de una salchicha de
cerdo, asi como una disminucién en este mismo parametro a lo largo de 20 dias de

almacenamiento al aplicar un recubrimiento de quitosano y té verde.

En cuanto al valor a* se observa una tendencia a disminuir, aunque sin llegar a
presentar diferencia (p>0.05) entre los tratamientos, hasta el dia 25, cuando se observa
gue esta disminucion es mayor (p<0.05) en el tratamiento de quitosano que en el control,
colocando a los tratamientos que incluyeron té verde en valores intermedios. Este efecto

provocado por la adicion del extracto puede deberse a la capacidad antioxidante del té
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verde, pues para prevenir el oscurecimiento del hueso, se han realizado estudios
probando el efecto de la aplicacion de acido ascérbico y eritorbato de sodio a diferentes
concentraciones, entre 0.5 y 1.5%, sobre vértebras lumbares de bovino, logrando la
inhibicidn del ennegrecimiento, lo cual se ha atribuido a las propiedades antioxidantes

de estos compuestos (Mancini et al., 2004; Mancini et al., 2007a).

El valor de b*, C* y H* muestran una tendencia a la disminucion en todos los
tratamientos, aunque no llegan a mostrarse diferencias (p>0.05). Al respecto es
importante enfatizar que en investigaciones realizadas sobre oscurecimiento del hueso,
generalmente se realizan en hueso de bovino, por el mayor contenido del pigmento
mioglobina, lo que hace mas dréasticas las diferencias, como lo observado por Mancini et
al. (2004), quienes observaron cambios en todos los pardmetros de color en s6lo 24

horas, en bovino envasado en una atmosfera rica en oxigeno.

En la literatura existen dos teorias sobre como ocurre el fenémeno conocido
como oscurecimiento del hueso. Para Gill (1996) se produce por la acumulaciéon de
hemoglobina en las superficies cortadas del hueso, ya que al cortar la carne, este
pigmento se libera en la superficie, provocando que con el tiempo y a través de la
exposicion al aire, la hemoglobina en la superficie del hueso cambie de color de rojo a
marron, e incluso a negro. La otra posible causa del oscurecimiento del hueso puede ser
debida a la oxidacion de los lipidos; Miller et al. (1982) afirmaron que la médula 6sea es
mas parecida al tejido adiposo que a los masculos o al tejido hepético. Por lo anterior, se
cree que la oxidacion de lipidos puede ser otro mecanismo de oscurecimiento de la
médula 6sea. Mas recientemente Grobbel et al. (2006), analizaron el efecto del tipo de
envasado en la decoloracién de la médula 6sea e indicaron que dicha decoloracion puede
ser causada por la oxidacion de la hemoglobina, pero también puede ser resultado de la

oxidacion de lipidos, o una combinacion de ambos factores.
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Tabla 16. Valores de L*, a*, b*, C* y H* para el hueso con aplicacion del

recubrimiento.

Dia QO)*-T(@)** Q)*-T(0)** Q)*-T(O.1)** Q)*-T(0.5**
L* O 41.38+2.43 Aa 46.38+1.61 Ba 46.04+1.72Ba  47.19+2.41 Ba
5 44.33+4.67 Aa 49.43+5.48 Aab  48.11+0.90 Aa  46.87+3.77 Aa
10 48.25+4.45 Aa 48.67+1.82 Aab  48.65+3.16 Aa  45.90+4.03 Aa
15 48.25+5.41 Aa  51.97+1.60 Ab 49.38+3.22 Aa  47.54+2.24 Aa
20 46.67+4.39 Aa  52.40+3.88 Ab 49.71+2.13 Aa  48.64+4.00 Aa
25 45.59+4.49 Aa  52.30+1.92 Bb 47.35+3.08 Aa  47.77+3.09 Ba
a* 0 17.52+3.47 Ba 13.25%+1.86 Aa 12.59+2.31 Aa  11.02+2.29 Aa
5 14.80+5.34 Aa  9.95+2.95 Aa 9.35+1.39 Aa 8.81+1.14 Aa
10 12.31+4.39 Aa  9.29%+2.63 Aa 10.12+3.37 Aa  11.95+2.90 Aa
15 9.85+3.54 Aa  7.69%1.44 Aa 7.31+2.86 Aa 7.79+2.75 Aa
20 13.69+6.27 Aa  9.93%+5.26 Aa 9.75+5.20 Aa  10.38+6.12 Aa
25 11.25+3.03Ba  7.09+1.66 Aa 8.79+1.30 ABa  8.77+2.86ABa
b* 0 17.67+1.33 Aa 16.43+1.00 Aa 14.96+2.27 Aa  15.21+1.75 Aa
5 15.65+2.79 Aa  14.45%1.75 Aa 12.29+1.33 Aa  12.73+0.87 Aa
10 16.14+1.44 Aa  13.45%2.69 Aa 12.95+3.64 Aa  15.12+1.02 Aa
15 15.69+3.16 Aa 12.61+2.37 Aa 12.74+2.40 Aa  12.11+2.44 Aa
20 14.18+1.39 Aa 13.60+2.93 Aa 12.18+2.18 Aa  12.97+1.42 Aa
25 15.85+1.66 Aa 12.76+3.34 Aa 12.61+1.35 Aa  13.33+2.58 Aa
C* 0 24.96+3.16 Ba 21.21+1.59 Aba 19.65+3.18 Aa  18.85+2.70 Aa
5 21.64+5.62 Aa  17.65+2.94 Aa 15.52+1.16 Aa  15.58+1.33 Aa
10 20.43+3.82 Aa  16.47+3.53 Aa 16.46+4.95 Aa  20.25+2.37 Aa
15 18.76+3.51 Ba 14.89+2.74 Aba 13.02+3.81 Aa  13.50+3.72 Aa
20 20.02+5.31 Aa 17.30+4.47 Aa 15.98+4.26 Aa  17.02+4.87 Aa
25 19.74+0.95Ba 14.67+3.48 Aa 15.40+1.77 Aa  16.06+3.46 Aa
H* 0 45.70+4.27 Aa  51.58+3.78 Aa 50.70+1.33 Aa  55.06+3.37 Aa
5 47.77+5.65 Aa  56.44+6.80 Aa 52.80+5.71 Aa  55.66%2.35 Aa
10 53.71+7.21 Aa  55.56+4.64 Aa 52.51+2.18 Aa  53.92+5.56 Aa
15 58.04+9.41 Aa  58.86+3.10 Aa 55.64+3.51 Aa  54.51+2.29 Aa
20 47.59+9.45 Aa  51.50+9.48 Aa 48.07£9.04 Aa  50.40+9.91 Aa
25 54.56+9.28 Aa  60.34+4.95 Aa 55.38+2.21 Aa  57.09+5.95 Aa

A-B Demuestran las diferencias estadisticas (p<0.05) de los promedios + DE por fila.

a—c Demuestran las diferencias estadisticas (p<0.05) de los promedios = DE por

columna.

*porcentaje de adicion de quitosano en el recubrimiento.

**porcentaje de adicion de extracto de té verde en el recubrimiento.
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Correlaciones de Pearson entre Variables

En la Tabla 17 se pueden observar las Correlaciones de Pearson para las
variables cuantificadas en la aplicacion del recubrimiento. La correlacion mas alta se
presenta para psicrofilos y mesofilos, lo cual podia ser debido a que ambas dependen de
los mismos factores, como tratamiento, y tiempo de almacenamiento. Estas variables
(psicrofilos y mesofilos) también mostraron una correlacion con el pH de la carne,
obteniéndose valores de r=0.57 y r=0.63, respectivamente, y el pH a su vez mostr6é una

correlacion elevada a la aplicacion de quitosano.

Otras correlaciones altas (r>0.8) se observaron en las variables de color ya que
los valores de C* y H* dependen de a* y b*, las correlaciones se observadas son

esperadas.

Por otra parte, el valor a* de la carne y del hueso muestran correlaciones bajas
con la formacién de TBARS, r=0.17 y r=0.14, respectivamente, lo que significa que
ninguno de esto parametros son importantes para explicar el comportamiento de la
oxidacion de lipidos de forma individual. Lo cual contradice lo descrito por
instigaciones anteriores (Gill, 1996; Mancini et al., 2004; Faustman et al., 2010) que
aseguran existe una fuerte relacion entre el color rojo de la carne y hueso, y la oxidacién

de lipidos.

La ausencia de correlaciones elevadas, no significa necesariamente la falta de
relacién, pues un factor puede no impactar en otro de forma directa pero puede ser
determinante cuando interacciona con otros factores. A continuacion se presentan las
regresiones multiples que mas se ajustan para predecir una variable especifica, es decir
con el mayor coeficiente de determinacion (R?) para todas las variables analizadas en la

aplicacion del recubrimiento.

Las regresiones con mejor ajuste fueron el log;o de psicrofilos y logyp de

meséfilos, con una R? de 0.9677 y 0.9233, respectivamente. Para ambas variables se
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observa que el parametro que mas influye sobre su comportamiento es la concentracién

de TBARS, seguido por el pH durante almacenamiento (Ec. 1y 2).

El pH de almacenamiento es explicado por el modelo presentado en la ecuacién
3, con una R?=0.7262, y se observa que el pardmetro que tiene una mayor influencia en
su comportamiento es la concentracion de TBARS.

A su vez la concentracién de TBARS es explicada fuertemente (R?=0.6040) por

la concentracion de té empleada en el recubrimiento y el pH durante almacenamiento.

El parametro de color a* de la carne, esta fuertemente influenciado (R*=0.5714)
de forma negativa por (TBARS) y seguido de lejos por (pH). Esto refuerza la teoria de

que el aumento de la oxidacién de lipidos reduce el indice de rojo en la carne fresca.

Ec. 1) logio psicréfilos=-4.62+3.29(TBARS)+1.12(pH)-1.94(b* de carne)+1.73(C* de
carne)-1.01([quit])-0.46([té])+0.11(dia)+0.07(L* de carne)+0.05(b*
de hueso0)-0.05(C* de hueso)-0.05(h* de hueso)+0.02(L* de
hueso)+0.01(a* de carne)+0.01(h* de carne)

R?=0.9677

Ec. 2) logw mes6filos=-7.23+7.86(TBARS)+2.49(pH)-0.74([quit])-0.61(C*  de
carne)+0.43([t€])-0.36(a* de hueso)+0.34(a* de carne)+0.25(C* de
hueso)+0.25(b* de carne)+0.16(L* de carne)+0.10(dia)-0.09(h* de
hueso)+0.05(b* de hueso)+0.05(a* de carne)+0.03(L* de hueso)

R’=0.9233

Ec. 3) pH=2.4884-1.30 (TBARS)+0.18(a* de carne)+0.17(C* de carne)+0.16 (b* de
carne)-0.11 ([quit])+0.07(a* de hueso)-0.03(C* de hueso)+0.02 (h*
de carne)+0.02 (h* de hueso)-0.02 (b* de hueso)-0.01 ([té])

R?=0.7262
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Ec. 4) TBAR=-0.16-0.07 ([té])-0.06 (pH)+0.02 (C* de carne)+0.02 (a* de carne)-0.01
(b* de carne)
R?=0.6040

Ec. 5) a* de carne=-12.68+11.95 (TBARS)+2.44 (pH)+2.25 ([té])-0.06 ([quit])+0.04
(dia)
R*=0.5714

Donde (dia) se refiere al tiempo de almacenamiento en refrigeracion en dias,
([TBARS]) se refiere a la concentracion de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico en
la carne expresada en mg de MDA/kg de carne, ([quit]) y ([t€]) representan la
concentracion de quitosano y de té verde empleadas en el recubrimiento aplicado en la
carne, (pH) es el pH de la carne a lo largo del almacenamiento, (logie psicrofilos) y
(logio mesofilos), se refieren al logaritmo de base 10 de la carga microbiana de bacterias
psicréfilas y mesoéfilas, (L* de carne), (a* de carne), (b* de carne), (C* de carne), (h* de
carne) se refiere al valor L*, a*, b*, C, h* de la carne, respectivamente, y (L* de hueso),
(@* de hueso),b (* de hueso), (C* de hueso), (h* de hueso), se refieren al valor L*, a*,
b*, C, h* del hueso.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto de té verde industrial presentd mayor contenido de compuestos
fenolicos, asi como mayor capacidad antioxidante. Conforme aumenta el
porcentaje de adicidn de los extractos de té verde en el recubrimiento, aumenta la
capacidad de inhibicion del radical DPPH.

La capacidad antimicrobiana del quitosano y el té verde, asi como de la
combinacion de ambos, se presenta en funcién del tipo de bacteria, siendo el
extracto el més eficaz en las bacterias Gram positivas; mientras que para el caso
del recubrimiento, el adicionado con extracto inhibe en mayor medida el

crecimiento de las bacterias Gram negativas.

Las propiedades mecénicas de los recubrimientos consideradas como mas
apropiadas para su uso como envase, se manifiestan en las concentraciones de

0.05, 0.1y 0.5 % para ambos extractos.

El extracto industrial genera recubrimientos con menor luminosidad. Sin
embargo, se observo que la aplicacién del recubrimiento no afecta el color de la

carne durante el almacenamiento.

La inhibicién de bacterias aerobias totales, tanto psicrofilas como mesofilas
depende de la aplicacion de quitosano; mientras que la reduccion de la oxidacion
se presenta en funcién de la adicion de té verde. Por lo que ambos compuestos se
complementan para prolongar la vida Util de la carne de cerdo fresca envasada al

vacio y conservada en refrigeracion.
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e Las diferentes concentraciones de té verde incluidas en el recubrimiento, no
generaron diferencias en los parametros de calidad de la carne; por lo que
cualquiera de las concentraciones adicionadas pudiera utilizarse sin repercutir en

la efectividad del recubrimiento.
e La combinacidon de extracto de té verde y quitosano en el desarrollo de los

recubrimientos comestibles, prolongoé la conservacion de la carne de cerdo por
25 dias.
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LABORATORIO DE REMEDIOS HERBOLARICS

FABRICACION DE EXTRACTOS FI.UIDOS Y SECOS
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