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RESUMEN

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo, fue evaluar el efecto de una pelicula a base de quitosan
sobre las propiedades de calidad fisicas, fisicoquimicas y microbiologicas que definen la
vida util del huevo fresco. Para ello, se establecieron ocho tratamientos con diferentes
formulaciones resultado de la combinacion de las siguientes variables: quitosan, quitosan-
glicerol, pH 3 y 5, recubrimientos con una y dos capas; se utilizé quitosan con grado de
desacetilacion de 90% con un peso molecular de 135 kDa, a partir de la cual se prepararon
disoluciones de quitosan al 1% (p/v) con &cido lactico al 1.4% (v/v) con adicion de glicerol
al 0.25% (v/v), dependiendo de los diferentes tratamientos a realizar. Los recubrimientos se
aplicaron mediante doble inmersidn (en el caso de los tratamientos con doble capa). Se
realizo la evaluacion de las propiedades fisicas, fisicoquimicas y microbioldgicas del huevo
fresco almacenado a 25+2°C durante un lapso de 28 dias; en base a los parametros fisicos
peso, longitud ecuatorial, longitud polar, camara de aire, altura de la clara, indice de yema,
fisicoquimicos pH y microbioldgicos se llevo a cabo una caracterizacion al inicio del
almacenamiento, se mantuvo un lote control (sin recubrimiento) bajo las mismas
condiciones de almacenamiento para comparar los cambios sufridos en el huevo.

Todos los tratamientos con quitosan actuaron como barrera a la transferencia de humedad y
de diéxido de carbono, esto debido al alto peso molecular del quitosan, el cual obstruyé los
poros del cascaron disminuyendo con esto la pérdida de peso, el incremento de la camara de
aire, asi como una menor disminucion de la altura de la clara e indice de yema, ademas la
mayoria de los tratamientos aplicados sobre el huevo presentaron una disminucién en la
carga microbiana en comparacién con el control. El tratamiento (C8) a base de quitosan-
glicerol, pH 5, con 2 capas fue la formulacion que mejor resultados presentd con una
diferencia significativa (p<0.05) con respecto al grupo control, tanto para las propiedades

fisicas, fisicoquimicas y microbiologicas.
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INTRODUCCION

El huevo fresco se entiende como el producto de la ovulacion de la gallina (Gallus
domesticus) y otras especies de aves que sean aceptadas para consumo humano que
presentando un olor y sabor caracteristico, no ha sufrido més manipulaciones que una

limpieza en seco segun la norma NOM-159-SSA1-1996.

El huevo es uno de los alimentos mas completo, que existe en el mercado nacional debido a
su valor nutricional ademas de su alta disponibilidad al consumidor, considerandose asi,
como un alimento de primer necesidad representando una importante y creciente industria
en México, tanto en estado fresco como los diferentes productos obtenidos a partir de su
procesamiento, no solo por sus propiedades nutricionales que lo caracterizan, sino también
por sus propiedades funcionales aplicables a los procesos de fabricacion de muchos
alimentos (Desrozier, 1991, Stadelman y Cotterill, 1977).

Los cambios en la calidad del huevo durante el almacenamiento pueden estar provocados
por reacciones quimicas o microbioldgicas, originando pérdidas tanto de humedad como de
dioxido de carbono, asi como una contaminacion microbioldgica, las cuales se dan a través
de los poros de su propia envoltura natural conocida como

“cascaron” (Villanua, 1990; Plank, 1984).

El empleo de peliculas y recubrimientos comestibles constituyen a menudo una interesante
oportunidad para mejorar la calidad, estabilidad o inocuidad de muchos alimentos, siendo

una alternativa a este problema (Caner y Cansiz, 2007; Bureau y Multon, 1995).

En la actualidad se permiten medidas para la desinfeccion de la cascara, como el lavado con
agua potable y detergente, una vez seco debe ser recubierto con aceite vegetal o mineral
(parafina) grado alimentario, en base a la NOM-159-SSA1-1996. Este tipo de actuaciones
facilitan la eliminacion de microorganismos al tiempo que la parafina tapona los poros, por
lo que el producto no se deshidrata. No obstante esto da lugar a problemas, debido a que
recientes estudios han demostrado que algunos desinfectantes del lavado pueden causar dafo

fisico a la superficie del huevo, rompiendo la cuticula de la cascara. Esto puede llevar a una

Ingenieria en Alimentos Pagina 1



INTRODUCCION

pérdida de la proteccion natural, lo que puede permitir la entrada de patdgenos, con el
consiguiente incremento del peligro de contaminacion por otros microorganismos que se

encuentren en el entorno del producto (Charley, 1987).

Por lo tanto, el objetivo principal de este proyecto es evaluar el efecto de una pelicula a base
de quitosan sobre las propiedades de calidad: fisicas, fisicoquimicas y microbiol6gicas del
huevo fresco que definen su vida atil. Para el recubrimiento del huevo, se utilizara el
quitosan en solucion, debido a que es un biopolimero que se obtiene de la desacetilacién de
la quitina, es no toxico, es biodegradable, y con propiedades antimicrobianas y filmogénicas
ademéas de ser permeables a gases, con lo cual se podria evitar la contaminacién de
microorganismos al interior del huevo, incrementando su vida atil (Caner y Cansiz, 2007;
Tokura y Uragami, 2006).

Ingenieria en Alimentos Pagina 2
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CAPITULO I. ANTECEDENTES "

1.1. GENERALIDADES DEL HUEVO FRESCO

1.1.1 DEFINICION DE HUEVO FRESCO

Existen diversas definiciones acerca de huevo fresco, el CODEX alimentario lo define
como un huevo destinado a ser vendido con cascara al consumidor final y sin haber recibido
ningun tratamiento que modifique considerablemente sus propiedades. La norma mexicana
NMX-FF079-SCFI-2004 lo establece como aquel que se presenta al consumidor en su
estado natural que no ha experimentado un tratamiento de limpieza himeda, desinfeccidn
por inmersion, refrigeracién o conservacion en origen y que cumple con lo estipulado en la
norma oficial mexicana NOM-159-SSA1-1996, la cual define al huevo como producto de la
ovulacion de la gallina (Gallus domesticus) y otras especies de aves que sean aceptadas para
consumo humano. Esta norma también define al huevo fresco como aquel que presenta un
olor y sabor caracteristico que observado en el ovoscopio, aparecerd completamente claro,
sin sombra alguna, con yema centrada apenas perceptible, camara de aire equivalente al
tiempo transcurrido y teniendo como un maximo de 15 dias después de la postura; por lo
tanto, se puede definir al huevo fresco como un producto de la ovulaciéon de la gallina
(Gallus domesticus) y otras especies de aves que sean aceptadas para consumo humano, que
presentando un olor y sabor caracteristico, no ha sufrido mas manipulaciones que una
limpieza en seco, teniendo como maximo 15 dias después de su postura.

La literatura define al huevo como al producto proveniente de la gallina con un alto valor
nutricional estableciéndose como uno de los alimentos mas completo, tanto en estado fresco
como los diferentes productos obtenidos a partir de su procesamiento, no sélo por sus
propiedades nutricionales que lo caracterizan, sino tambien por sus propiedades funcionales
aplicables a los procesos de fabricacion de muchos alimentos (Barroeta, 2005; Desrozier,
1991, Stadelman y Cotterill., 1977).
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CAPITULO I. ANTECEDENTES "

1.1.2 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DEL HUEVO

El huevo es una compleja estructura bioldgica que consta de cuatro partes principales las
cuales se encuentran en las siguientes proporciones: 8-11% de céscara, 56-61% de clara'y
27-32% de yema. Cada una de las partes anteriores se dividen a su vez, en diferentes

estructuras (Fig.1) (Santos, 1995).

CLARA YEMA

Clara gruesa — Disco germinal
Clarafuida exterior ———. ™. {Blastodermo)
% s ) Latebra

Clarafluidaintema——— ™S ™
= = ‘\_\ h e . _
Clara chalaciforia R TR, Capa de yema clara

Chalaza R P \ Capa de yema obscura
i P Itembrana de la yema

\ Y3 (Vitelina)

IMEMBRANA

CASCARON 4\ i

Cuticula —//5: Camara de aire
Capa esponjosa [calcarea) R\ : N T [Membrana externa
Capa mamilar S i S B Membrana interna

Figura 1. Estructura del huevo.
Fuente: Santos (1995).

Cascaron

Es una estructura porosa en toda su extension, su color depende de la raza de gallina
(blancos o marrones) y no influye en el valor nutritivo, ni en la calidad del huevo. Dentro de
sus principales funciones se encuentran la contencién y transporte del contenido. En este

se encuentran las siguientes capas (Card y Nesheim, 1968):

> Cuticula: Es la ultima capa concéntrica del huevo y se encuentra sobrepuesta al
cascaron. Esta cuticula no se encuentra distribuida de forma uniforme, sino varia de 5a 12.8
mm de grosor. La superficie es irregular con grietas y manchas con apariencia de hojuelas
(North, 1990).

> Capa esponjosa: Estd compuesta por columnas poligonales de cristales

perpendiculares a la superficie del cascaron (Instituto Nacional Avicola, 2010).
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> Capa mamilar: Es la porcion interna del cascaron. Compuesta por una masa de

material organico (Santos, 1995).

Membranas del cascarén

Se compone por dos membranas blancas que rodean a la clara del huevo, que se denominan
membrana interna y externa del cascarén, ambas estdn formadas por fibras organicas
entrecruzadas en todas las direcciones. El grosor de la membrana externa es tres veces mas
gruesa que la interna (espesores medios 0.05 y 0.015mm respectivamente). Se encuentran
normalmente adheridas una con otra, a excepcion del extremo mas ancho del huevo, donde
suelen separase para formar la cAmara de aire. Ambas actGan como barrera brindandole

proteccion al contenido del huevo (Card y Nesheim, 1968; North, 1990).

> Céamara de aire: Es el espacio comprendido entre las dos membranas del cascardn,
se forma en el polo obtuso o ancho del huevo mientras se enfria luego de la ovoposicion,
sirve para que el embrion respire en caso de que el huevo sea fértil y se incube. Es
relativamente pequefia en el huevo recién puesto (3mm) y aumenta de profundidad por
deshidratacion a medida que envejece (Instituto Nacional Avicola, 2010; NMX-FF-079-
SCF1-2004).

Clara

Es un fluido acuoso, ligeramente amarillento, que rodea a la yema y se encuentra contenida
entre las membranas del cascardn, tiene funcion protectora, y se encuentra compuesta por

cuatro capas de diferente viscosidad (Belitz y Grosch, 1997; Frazier y Westhoff, 1993):

Clara fluida interna
Clara gruesa

Clara fluida exterior

YV V V V

Capa chalaciforia
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Las encontramos representadas en las siguientes proporciones; predominando la clara

gruesa con mas de la mitad (57.3%), después la clara fluida exterior con 23.2% y por ultimo
la clara fluida interior con 16.8% y la capa chalaciforia con 2.7%. En la clara del huevo,

ademas de las cuatro capas, existe otra estructura llamada chalaza (Santos, 1995).

> Chalazas: Son bandas blanquecinas o palescentes y enroscadas que se une a los
polos opuestos del huevo a través de la clara. Su funcién principal es la de fijar la yema al
centro del huevo, permitiendo que gire (Card y Nesheim, 1968).

Yema

Es una masa globosa de consistencia semiliquida, que se localiza en la parte central del
huevo. El color estd determinado principalmente por la dieta de la gallina. Constituida por
una serie de capas amarillentas y blancuzcas, que alternan concéntricamente conocidas
como: (Belitz y Grosch, 1997)

> Capa de yema clara

> Capa de yema oscura

La capa clara es aproximadamente de 6mm de didmetro y constituye el 1% del total. La
yema se encuentra cubierta por la membrana vitelina (Santos, 1995).

> Membrana vitelina: Es una cubierta transparente que rodea a la yema, ésta permite
conservar una forma casi esferica. En una parte de la esfera de la yema se sitla el disco
germinal (Card y Nesheim, 1968; Belitz y Grosch, 1997).

> Disco germinal o blastédico: Es un pequefio disco claro, que adopta el aspecto de
una mancha blanquecina, cuya dimension y desarrollo estan relacionados con el huevo fertil
y el desarrollo embrionario, en este se localiza una columna o tubo angosto llamado latebra
(Huevo.org, 2010).
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> Latebra: Ocupa el centro geométrico de la yema, y sirve para comunicar al disco

germinal y a la capa de yema clara para alimentar al embridn en caso de ser un huevo fértil

(Santos, 1995).
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1.1.3 COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL

El huevo es un alimento de alto valor nutritivo, con una proporcion muy elevada de
proteinas y lipidos. La composicion quimica y nutricional general de la parte comestible del

huevo, se encuentra representado en la tabla 1 (Belitz y Grosch, 1997).

Tabla 1. Composicion quimica y aporte nutritivo del huevo (por cada 100 gramos de
porcion comestible).

Comp-omne ot e Huewvo &l &1 o ‘Clara & ema
A 4T 803 442
Broe tnas 12.0 o4 16.2
Lagpridios 123 - 34.1
Ca rhodrides b= 14 1.5 12
ColesErol o.an - 1.37
Calcio { el 500 o0 1360
Cloao (eE) 1720 175 1D 152
Cobra () [V [ 0.13
Yodo (me) DT D O=¥ T D157
Fiadmo {mme) 23 Tra-as ]
hisenes=sio (me) 124 124 12.4
hisnsane=o {m=) o4 a1 .11
Fosfonn {ms=) 2380 140 ST A
Potasio (me) 1380 147 D 11040
Sodio {mE) 1300 183 D 51 .0
Arnfre (e 146540 158 16540
Finc {(mne) 15 Trazas 3
Witamina A (TT)* 220 A - Bole(d A
Witamvina T {TIT* 365.0 - 1700
Witsmina E {me) 11 - R
W itamdna B e Traza:z - Traza:z
Witmmrina B1X {pe) 11 Trac==s E
BEiotina {ps) 183 5.1 408
Colina (e 200 Trazas 11108
Acido folico (me) LR HE ] Tracas o7
Trenesited {oree) 154 EN] 340
HMiscina {ms) 0.0 0.1 0. D5
Aucicho pemborteion () 14 0.1 4L
Sitsmndnes BS () o.14 Trazas .35
ritamina B2 {me) .31 [T 0.48
Witammyina Bl {meE) . O Tracas .25

Fuente: Santos (1995).

*1 Ul de Vit. A=0.3 ng de Vit. A=0.6 de p-Caroteno
**1 Ul de Vit. D=0.025 ug de Vit. D

Los principales constituyentes de la clara del huevo, ademas del agua, son las proteinas entre
las que destacan la ovoalbumina que representa mas del 50%, la conalbumina que suma
alrededor del 14%, y una tercera proteina ovomucoide representando un 12% del total de

las proteinas en la clara del huevo. Ademas la clara del huevo contiene aproximadamente un
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7% de las globulinas, también contiene a la ovomucina que representa un dos porciento de la
proteina total (Charley, 1987).

La yema puede considerarse como una solucién proteica o plasma en el que estan dispersas
lipoproteinas en gran numero de granulos proteicos de pequefio tamafio. Constituida por
mitad agua y mitad solidos. Las proteinas suman aproximadamente la tercera parte y las
grasas las otras dos terceras partes. La proteina principal en la yema de huevo es la vitelina.
Ademas la yema de huevo contiene fosvitina (una proteina extraordinariamente alta en
fosforo) y livetina (alta en azufre) Los lipidos de la yema estan unidos a proteinas. De los
lipidos totales de la yema, 64% son glicéridos, 30% fosfolipidos y 6% colesterol. El
contenido de minerales del huevo se enfatizan en la yema representando méas del 56% del
total de los minerales y el 44% restante en la clara, quitando por supuesto el cascaron,
destacando el fésforo que ocupa el 26.5% del total de minerales, el cloro 18.5%, azufre
17.7%, sodio 15% y potasio 14.8% (Belitz y Grosch, 1997; Charley, 1987).

El huevo sin ser buena fuente de vitaminas contiene la mayoria de ellas, en donde la colina
es la que se encuentra en mayor cantidad, seguida del acido pantoténico e inositol. Las
vitaminas se localizan en la yema, también en ésta se encuentra la totalidad de tiamina
(Vitamina B1), piridoxina (Vitamina B6 ), acido fdlico y vitamina B12 . La Biotina se
encuentra localizada en forma mas elevada en la yema, con el 81% del total. El resto de las
vitaminas hidrosolubles estdn en mayor cantidad en la yema, con excepcion de la niacina, ya
que el 75% se encuentra en la clara. La riboflavina a pesar de estar en forma mas elevada, en
proporcién en la yema, en la clara se localiza el 50% aproximadamente del total disponible
en huevo (Santos, 1995).
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1.1.4 ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

Los principales paises productores del huevo son: China que ocupa el primer lugar a nivel
mundial con una participacién del 55%, seguido de la Unién Europea con 11% vy en tercer
lugar Estados Unidos con un10%. México en el 2008 logré recabar dos millones 306,000
toneladas de ese alimento, incrementando su produccion en un 2% ocupando asi el quinto

lugar, como se muestra en la figura 2 (Instituto Nacional Avicola, 2010).

Estados Unidos ___
10%

Japon
5%

Meéxico
4%

4%

3%

Indonesia | Turquia
2% 204

Figura 2. Produccién mundial de huevo, creacién propia con datos de la UNA.
Fuente: Unidn Nacional de Avicultores (2009).

La produccion de huevo durante el periodo 1994-2009 a nivel nacional México creci6 a un
ritmo anual de 3.3 %, actualmente se produce 2.3 millones de toneladas de huevo y se espera

un crecimiento del 2% para el 2010 (Union Nacional Avicultores, 2009).
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Guanajuato  Yucatan

Sinaloa
4%

Mueve ledn
5%

Durango
5%

Sonora
7%

3% 3% 4%

Figura 3. Principales estados productores de huevo en la RepUblica Mexicana.
Fuente: Unién Nacional de Avicultores (2009).

18%, ver figura 3.

Ingenieria en Alimentos

En México, Jalisco es el principal estado productor de huevo del pais, y se considera que

esta entidad participa con un 50% de la produccién nacional total seguido de Puebla con un

El consumo per cépita de huevo crece sostenidamente en el &mbito mundial a tasas del 1-2%
en los ultimos afios, el mismo se considera asociado al incremento en el hdbito de consumo
de comidas pre-elaboradas elevando la media mundial a 8,6 kg por habitante al afio. El
Instituto Nacional Avicola (INA) informd que México es el primer consumidor de huevo
fresco en el mundo, pues en 2009 la cifra fue de 21.9 kilos por habitante (Instituto Nacional
Avicola, 2010).
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1.1.5 PROPIEDADES FUNCIONALES DEL HUEVO EN ALIMENTOS

El término propiedades funcionales se refiere a las atribuciones que da el huevo cuando se
usa como ingrediente en productos como tallarines, mayonesa pasteles y postres entre otros.
Estas funciones se han clasificado de la siguiente forma (Santos, 1995):

> Coagulacion: Se debe a cambios en la estructura molecular de las proteinas del
huevo, con una posterior pérdida de solubilidad, seguida de un espesamiento o cambio en el
fluido (sol) al estado solido o semisdlido (gel), que pueden producirse por calor, medios
mecanicos, sales, acidos, alcalis, etc. EI cambio de sol al estado de gel es conocido como
coagulacién. En el caso del huevo, la coagulacién de proteinas es irreversible. Tanto la clara

como la yema son usadas por su capacidad para coagularse (Santos, 1995).

Al aumentar la temperatura, la clara forma un gel firme blanco que se debe principalmente a
la ovoalbumina y la conalbimina. EI mecanismo es el despliegue de su estructura y la
agregacion posterior de las proteinas desplegadas, formando una red tridimensional que
retiene, en su reticulo las gotas de agua. La coagulacion comienza a los 62°C y va
aumentando hasta los 90°C, de modo que los distintos tipos de proteinas van gelificando
sucesivamente, comenzando con la conalbumina y siendo la ovoalbimina la que se

desnaturaliza a temperatura mas alta (Primo, 1998).

Las proteinas del huevo se coagulan durante el calentamiento y dan a los huevos la
capacidad de aglutinar trozos de alimentos o de espesar a otros alimentos como en los flanes
y pudines. Algunas veces la coagulacion se considera como la desnaturalizacion o gelacion
(Desroisier, 1990).

> Formacién de espumas: Se refiere a la capacidad de incorporar aire por si mismo o
en una mezcla con otros ingredientes y mantener la estructura aireada lo suficiente para que

pueda fijarse por medio de calor, secado u otro tratamiento (Desroisier, 1990).

La espuma es una dispersion coloidal, en donde una fase gaseosa se dispersa en una fase
liquida. Consiste en el atrapado de burbujas de aire en un liquido, donde este ultimo es una
fase continua y la burbuja es la fase dispersa. En el caso de la clara de huevo es un coloide
viscoso en donde se encuentran dispersas las proteinas en el agua. El liquido puede formar

espuma por batido o agitacion, incorporando burbujas de aire (Santos, 1995).
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En el batido como consecuencia del gran aumento que experimenta la interface liquido/aire,

se produce la desnaturalizacion y agregacion de las proteinas. En particular, la ovomucina
forma en las laminillas liquidas en torno a las burbujas de aire una pelicula de material
insoluble. También las globulinas contribuyen de manera importante a incrementar la
viscosidad y disminuir la tension superficial, lo que tiene particular importancia
especialmente al inicio del batido. La espuma generada al batir la clara de huevo se utiliza
para introducir aire y asi “esponjar” los alimentos como productos de pasteleria como

merengues, pasteles diversos, bisquets y soufflés, etc. (Belitz y Grosch, 1997).

> Emulsificacion: La yema es por si sola una emulsion, una dispersion de gotas de
aceite en una fase continua de componentes acuosos. Ademas es un eficiente agente

emulsificante (Santos, 1995).

Las lipoproteinas y los fosfolipidos de la yema son la causa del poder emulgente, por que
estabilizan las micelas grasas de una emulsion, formando una capa externa lipido-proteica,
con la parte lipoide hacia el interior y la parte hidrofila hacia el medio acuoso. Por eso la

yema del huevo se utiliza para fabricar mayonesas, cremas y salsas grasas (Primo, 1998).

La yema de huevo, el huevo entero y la clara del huevo son todos buenos emulsificantes. En
realidad la yema de huevo se considera cuatro veces mas efectiva como emulsificante que la
clara y el huevo entero es intermedio entre los dos. Las propiedades emulsificantes

excelentes de la yema del huevo se atribuyen a las lecitoproteinas (Desrosier, 1990).
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1.1.6 MODIFICACIONES DURANTE EL ALMACENAMIENTO DEL HUEVO

Los huevos experimentan durante su almacenamiento una serie de modificaciones, donde
este el huevo pierde CO2 asi como una pérdida de humedad a través de los poros del
cascaron. ElI CO2 se desprende del huevo arriba de 7 dias de conservacion. La mayoria del
CO2 se remueve en los dos dias iniciales, siendo el primero el de mayor desprendimiento de
CO2 (Santos, 1995).

La pérdida de humedad a través de la cé&scara hacia el exterior produce una pérdida de peso
acompafiado de un incremento del pH debido a la pérdida de CO2. La cdmara de aire
aumenta debido a la pérdida de humedad. La altura de la clara y el indice de yema
disminuyen conforme incrementa el periodo de almacenamiento. (Frazzier y Westhoff,
1993; Santos, 1995).

La contaminacion microbiolégica del huevo se da en la cascara seguido de una penetracién a
través de los poros para llegar hasta las membranas internas, con una posterior
multiplicacion en las membranas atravesando la clara para alcanzar la yema en la que se
pueden multiplicar con facilidad debido al alto contenido nutricional de la misma y asi
completar la alteracién del huevo. Las bacterias incapaces de multiplicarse en la clara del
huevo pueden alcanzar la yema y multiplicarse en ella solamente en el caso de que esta
contacte con la membrana interna de la cAmara de aire. El tiempo necesario para que las
bacterias atraviesen las membranas de la cascara depende del microorganismo de que se

trata y de la temperatura de almacenamiento (Stadelman y Cotterill, 1977).

Los cambios en la calidad del huevo durante el almacenamiento pueden estar causados por
reacciones quimicas o microbiologicas, originando pérdidas tanto de humedad como de
dioxido de carbono, asi como una contaminacion microbioldgica, las cuales se dan a traves
de su propia envoltura natural conocida como “cascarén”. Bajo condiciones adversas de
almacenamiento también pueden absorber olores poco convenientes (Villanda, 1990; Plank,
1984; Desroisier, 1990).
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1.1.7 METODOS DE CONSERVACION DEL HUEVO

En los huevos, los conservadores se pueden emplear aplicandolos sobre la céscara,
incorporandolos a la atmdsfera de su entorno o aplicAndolos sobre las envolturas o sobre los
recipientes que se emplean para los mismos. Algunas sustancias se emplean principalmente
para reducir la salida al exterior del dioxido de carbono y de la humedad (Frazier y
Westhoff, 1993).

> Aplicacion de recubrimientos: Se han empleado una gran cantidad de diferentes
sustancias para aplicarlas sobre la superficie externa de la cascara de los huevos con el fin de
contribuir a su conservacion. El revestimiento de la cascara de los huevos con una capa de
acera 0 de aceite, o cualquier otro procedimiento para tapar los poros de la cascara son

ejemplos de ello (Suppakul y col, 2003).

> Atmosferas controladas: Los Unicos dos gases que se afiaden a la atmosfera de las
camaras donde se almacenan los huevos con el fin de mejorar su calidad de conservacion,
son el dioxido de carbono y el 0zono aunque experimentalmente también se ha empleado el
nitrogeno (Frazier y Westhoff, 1993).

El procedimiento mas comun para conservar huevos consiste en el empleo de bajas
temperaturas, como la refrigeracion de huevos con céscara, con lo cual se disminuye la
penetracion y su posterior multiplicacion de microorganismos en el interior del huevo. El
recubrimiento de los huevos con aceite, almacenamiento con atmosferas controladas o
tratamiento con conservadores quimicos se pueden combinar con la refrigeracion. (Villanda,
1990; Frazier y Westhoff, 1993).

Ingenieria en Alimentos Pagina 16



-

CAPITULO I. ANTECEDENTES "

1.1.8 OVOPRODUCTOS

Se consideran como productos derivados del huevo constituidos total o parcialmente por
huevo de gallina, desprovisto de cascara y destinados a servir de materia prima para la
elaboracion de productos alimenticios. Los derivados del huevo los podemos clasificar en
(Madrid, 1993):

> Liquidos: Constituidos por el contenido entero del huevo o bien por la clara separada

de la yema.
> Secos: obtenidos por deshidratacion o desecacion de los derivados liquidos.

> Compuestos: Son obtenidos a partir del huevo entero en forma liquida o en polvo, a

los que se les agrega otros productos alimentarios, con un minimo del 50% de huevo.

Entre los procesos mas importantes para la obtencion de los ovoproductos se encuentran:

desglucosado, deshidratacion, pasteurizacion, y congelacién (Muller, 1986).

> Desglucosado: En el caso de las claras, después de someterlas a una filtracion se
enfrian y se ajusta el pH, haciendo entonces un tratamiento enzimatico o microbioldgico
para la eliminacion de azucares, con la finalidad de disminuir reacciones de pardeamiento de
Maillard (Primo, 1998).

> Deshidratacién: Los huevos se deshidratan por atomizacion: aunque algunas veces
se liofilizan. Si los procesos se efectlan correctamente no son afectadas las propiedades
nutritivas del huevo. Las variaciones de los nutrientes pueden ser del 15 por ciento o

superiores (Muller, 1986).

> Pasteurizacion: En el caso del huevo, el microorganismo a destruir es la salmonella
y la temperatura debe ser la adecuada para destruir y evitar la coagulacién de las proteinas.
En el caso de la yema la Salmonella es mas termo resistente en la yema que en huevo entero,
debido a su mayor contenido de nutrientes; por esta razon los requisitos minimos de

pasteurizacién difieren con el tipo de ovoproducto (Ledn, 1993).
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> Congelacion: Para disminuir la carga microbiana se suele pasteurizar y para después

congelar, esta puede afectar las propiedades tecnoldgicas del huevo: como la capacidad de
batido, consistencia, estabilidad emulsificante y otras propiedades. La congelacion también

reduce la flora bacteriana hasta 99% sin afectar las propiedades nutritivas (Belitz y Grosch,

1997; Muller, 1986).
En la figura 4 se muestra un diagrama general del proceso para la obtencién de

ovoproductos.
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Figura 4. Esquema de la fabricacion de ovoproductos (Belitz y Grosch,1997).
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1.1.9 PROBLEMAS DE SANIDAD QUE PRESENTA EL HUEVO FRESCO

Se ha considerado al consumo de huevo crudo o subproductos semicocido como vehiculo de
transmision de Salmonella enteritidis. Esta infeccidon puede presentarse como resultado de
las condiciones inadecuadas posteriores a la puesta del huevo, debido a la penetracion de
contaminantes fecales presentes en el ponedero o en las cajas de embalaje y
almacenamiento, a través de los poros del cascardn, especialmente cuando dicha estructura
esta fisurada o demasiado sucia, o bien porque el tracto reproductor del ave se encuentre
infectado, siendo la primera causa, la de mayor interés (Mancera, 2005; Frazier y Westhoff,
1993).

La infeccion por Salmonella enteriditis en gallinas de postura y pollos de engorda tiene
importantes implicaciones en la salud publica mundial. Aunque México ha sido declarado
como libre de Salmonella pullorum y existe el control de Salmonella gallinarum, en la
produccidn avicola no se considera a otras Salmonellas capaces de producir zoonosis como
es el caso de la Salmonella enteritidis (Mancera, 2005).

Los huevos de gallina recién puestos no suelen estar contaminados, si bien algunos
microorganismos pueden ganar acceso a estos a través del oviducto. Entre los
microorganismos productores de infecciones alimentarias que pueden estar presente en el
huevo se encuentran Salmonella sp u otras Enterobacterias. En los Gltimos afios en algunos
paises se han incrementado los casos de infecciones alimentarias por el consumo de huevo
contaminado con Salmonella. En México el huevo se consume crudo, semicocido y cocido

por lo tanto este representa un gran impacto en la salud nacional (Leyvay col., 1996).
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1.2 GENERALIDADES DE PELICULAS COMESTIBLES

1.2.1 DEFINICION Y CLASIFICACION

Los términos pelicula, recubrimiento o cubierta, con frecuencia se emplean como sinGnimos,
pero estos se diferencian entre si, ya que una cubierta comestible es definida generalmente
como una capa delgada formada sobre el alimento y aplicada en forma liquida sobre el
mismo por inmersién, espuma, aspersion, goteo, colado o con una brocha, las mismas son
una parte integral del producto alimenticio; mientras que una pelicula comestible es una
capa preformada sélida que luego es colocada sobre o entre los componentes de un alimento,

mejorando la calidad del mismo (Roblejo, 2009).

Un embalaje en forma de pelicula, revestimiento o capa delgada protectora se califica como
comestible cuando forma parte integrante del alimento y se consume como tal. A causa de
esta doble funcion de embalaje y de constituyente del alimento, las peliculas vy
revestimientos comestibles ofrecen numerosas ventajas, aunque también deben cumplir con
una serie de condiciones que se resumen en la Tabla 2 (Bourtoom, 2008).

Tabla 2. Peliculas y envolturas comestibles: ventajas y condiciones requeridas.

Ventajas Condiciones requeridas

» Consumo directo con el producto. » Palatabilidad (solubilidad, dispersabilidad en

. la boca o durante su preparacion).
» Materiales poco costosos. prep )

» Pueden dar proteccion a pequefias porciones » Propiedades organolépticas compatibles con
del alimento (individualmente). la naturaleza del alimento.
» Retardo de la transferencia de agua, gases, » Buenas propiedades mecanicas

grasas y solutos.
» Estabilidad (conservacion) suficiente.
» Disminucion de las pérdidas de substancias

volatiles (aromas). » Tecnologia simple.
» Proteccion frente a contaminantes » Ausencia de toxicidad.
microbianos u otros y frente a ciertos agentes
externos (agua, oxigeno, etc.). » Composicion acorde con la reglamentacién

relativa a la aplicacion alimentaria.

» Mejoran las propiedades de autoconservacion,
organolépticas y nutricionales. » Termosellable y/o buena adhesion a la

superficie del alimento.

» En gran parte biodegradables.

» Funcional en las condiciones de empleo

Fuente: Bureau y Multon (1995).
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Entre los componentes que pueden ser usados para obtener peliculas y cubiertas comestibles

se recomienda el empleo de biomateriales como proteinas, lipidos y polisacaridos; estos
altimos incluyen la celulosa, almidon, alginatos, pectina, carragenina y quitina (Roblejo,
2009).

Los componentes de peliculas y cubiertas comestibles se clasifican en tres categorias
(Roblejo, 2009):

> Hidrocoloides (polisacaridos y proteinas)
> Lipidos y resinas
> Multicomponentes

Las peliculas y recubrimientos comestibles se elaboran con biopolimeros naturales de alto
peso molecular que proporcionan una matriz macromolecular con resistencia cohesiva alta.
Los principales componentes de los recubrimientos comestibles son polisacéaridos, proteinas,
lipidos y resinas; ademés las formulaciones pueden incluir plastificantes tales como los
alcoholes polihidroxilicos (glicerol, sorbitol, manitol, polietilenglicol y propilenglicol) y
emulsificantes de distinta naturaleza quimica que mejoran las propiedades (flexibilidad y

elongacidn) de los recubrimientos (Roblejo, 2009; Navarro, 2007).

Hidrocoloides

Los biopolimeros de alto peso molecular y soluble en agua son denominados cominmente
hidrocoloides. Las peliculas o recubrimientos formulados con hidrocoloides tienen
aplicaciones en los casos en los que el control de la migracion del vapor de agua no es el
objetivo, ya que éstas son excelentes como barrera para la difusion del O,, CO; y lipidos. La
mayoria de estas peliculas también tienen propiedades mecanicas y estructurales deseables
que las hacen utiles para mejorar la integridad estructural de productos fragiles. Los
hidrocoloides utilizados para la elaboracion de recubrimientos se clasifican de acuerdo con
su composicion, carga molecular y solubilidad en agua (Bdésquez, 2003).
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Polisacaridos

Los polisacaridos son polimeros que forman redes moleculares cohesionadas con un alta
interaccion (puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Walls, London, Debye y de valencia
primaria), su cohesion molecular le confiere buenas propiedades mecénicas pudiendo ejercer
de matriz estructural de recubrimiento, de barrera a los gases (O, y CO,) y se adhieren a las
superficies, su funcién es menor como barrera contra la pérdida de humedad debido a que
tienen una naturaleza hidrofilica, son polimeros de larga cadena que al ser dispersados en
agua confieren un efecto viscoso. Su ventaja es que no es grasoso, son peliculas de bajas
calorias, pueden ser empleados para extender la vida de anaquel de diferentes productos
alimenticios (Navarro, 2007; Bernardo, 2007).

Entre los carbohidratos formadores de peliculas estan incluidos la celulosa, pectinas,
almidon y sus derivados, alginatos, quitosano, carragenina, goma garrofin, xantana, el
pululano, levano y elsinano son algunos de los polisacaridos utilizados en la formulacion de

recubrimientos comestibles (Bosquez, 2003; Navarro, 2007).

Proteinas

Las proteinas son buenas formadoras de peliculas y se adhieren a las superficies hidrofilicas
pero en la mayoria de los casos no resisten la difusion al vapor de agua (Bernardo, 2007), sin
embargo, son mas resistentes a la transferencia de O, y solutos diversos que las peliculas
preparadas a partir de polisacaridos, aumentando con esto la vida de anaquel de alimentos
envasados. Cada tipo de proteina brinda distintas propiedades fisicoquimicas y mecéanicas a
las peliculas comestibles; la incorporacion y liberacion de sustancias activas depende tanto
de la clase de proteina con la que fue elaborada la pelicula, asi como del compuesto
molecular del compuesto activo (Aguilar, 2007; Murillo, 2008), algunos recubrimientos
ofrecen mejores ventajas al ser combinados con caseina en su formulacion (Bernardo, 2007).
Algunas proteinas utilizadas en la formulacion de recubrimientos comestibles son la zeina
de maiz, proteina de soya y cacahuate, gluten de trigo, gelatina, queratina, colageno,

proteina del suero de leche y caseina (Navarro, 2007).
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Lipidos y resinas

Los lipidos, por su naturaleza hidrofobica ejercen una buena barrera al vapor de agua,
mientras aquellas que contienen resinas son mas permeables al vapor de agua, aunque en
menor grado que algunos recubrimientos con polisacaridos. Sin embargo su falta de
cohesividad e integridad estructural hace que presenten malas propiedades mecanicas
formando recubrimientos quebradizos. Los lipidos mas utilizados en la formulacion de
recubrimientos comestibles son ceras naturales (cera de abeja, candelilla y carnauba), acidos
grasos, monoglicéridos acetilados y diversos aceites vegetales (cacahuates, maiz y soja).
Algunos lipidos y la mayoria de cubiertas de resina pueden generar condiciones de
anaerobicas debido a sus caracteristicas de baja permeabilidad a gases ademas no se
adhieren a superficies cortadas de naturaleza hidrofilica (Bernardo, 2007; Navarro, 2007).

Las resinas aportan brillo al recubrimiento, son mas permeables al vapor de agua que los
lipidos y ejercen una importante barrera a la difusion de fases, por lo que pueden inducir la

anaerobiosis de frutos recubiertos. La resina mas utilizada es la goma laca (Navarro, 2007).

Multicomponentes

Con la intencién de aprovechar las ventajas de los diferentes componentes, las
formulaciones se elaboran combinando los materiales mencionados en diferentes
proporciones. En estas cubiertas compuestas, el uso de dos 6 mas materiales simplemente
combinados o laminados permiten mejorar las propiedades de intercambio @aseoso,
adherencia y permeabilidad al vapor de agua. Este tipo de recubrimientos tienen potencial
para cubrir productos vegetales enteros 0 minimamente procesados (Bosquez, 2003).

Estos recubrimientos compuestos se formulan a partir de hidrocoloides (polisacaridos y
proteinas), que constituyen la matriz estructural y como barrera a gases, y lipidos que

aportan la resistencia al vapor de agua (Navarro, 2007).
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Otros ingredientes

Ciertos componentes se adicionan, en menores cantidades, a las formulaciones de los
recubrimientos para modificar las propiedades mecénicas; a estos compuestos se les clasifica
como plastificantes o emulsificantes. Los compuestos lipofilicos se usan frecuentemente
para ambos propdsitos, e incluso pueden utilizarse como el principal ingrediente formador
de la pelicula. Los plastificantes incrementan la flexibilidad de la cubierta, mejorando la
dureza y funcionamiento disminuyendo la formacion de escamas y grietas. A nivel
molecular, estos compuestos debilitan las fuerzas intermoleculares entre las cadenas
adyacentes del polimero, disminuyendo la fuerza tensil e incrementando simultdneamente la
flexibilidad de la pelicula. Los plastificantes lipidicos mas cominmente empleados incluyen
aceites, lecitina, ceras, acidos grasos y derivados. Debido a la inherente flexibilidad de los
monoglicéridos acetilados, algunas veces se incorporan en la formulacion de una cubierta a
base de ceras para impartir plasticidad adicional sin disminuir materialmente la resistencia

de la cubierta a la transferencia de humedad (Bernardo, 2007).

1.2.2 PROPIEDADES

Las peliculas y cubiertas comestibles sirven de barrera a la humedad, oxigeno, didxido de
carbono, la solubilidad en agua o lipidos, color, apariencia, transparencia; suministran varios
materiales al alimento, los cuales pueden mejorar sus propiedades mecanicas, reoldgicas,
protectoras, organolépticas o nutricionales durante su comercializacion. Los plastificantes,
agentes de entrecruzamiento, antimicrobianos, agentes antioxigeno y saborizantes se pueden
afiadir para mejorar las propiedades funcionales de la pelicula. Estos aditivos deben ser
adaptados a cada aplicacion especifica que en general depende del tipo de alimento
(caracteristicas fisicoquimicas) y de su vida atil (Weber, 2000; Guilbert y col., 1995).
Tomando en cuenta sus propiedades, las peliculas biodegradables pueden desempefar la
funcion de envase primario y con su utilizacion en la industria pueden disminuir la cantidad
de material sintético utilizado para estos fines. Ademas, permiten sustituir a los materiales
de envases multicomponentes por un material de un sélo componente (Catala y Gavara,
2001).
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Propiedades organolépticas

La peliculas y recubrimientos comestibles tienen propiedades organolépticas lo mas neutral
posible (claro, transparente, inodoro, insipido, etc.) para no ser detectado cuando es
consumido. Realza la apariencia de la superficie dando brillantez y si es requerido
proporciona caracteristicas tactiles como viscosidad reducida. Las peliculas a base de
hidrocoloides son generalmente mas neutral que las derivadas de lipidos y ceras que a
menudo son opacas, reshaladizas y de textura cerosa. Las peliculas y recubrimientos
también pueden ayudar a mantener un mayor color, sabor, especias, &cido, azucar,
edulcorante y concentraciones de sal, dando asi al alimento una apariencia atractiva en la
superficie. Este procedimiento podria se utilizado para proporcionar una mejora nutricional

sin destruir la integridad de los productos alimenticios (Kester y Fennema, 1986).

Solubilidad en lipidos y agua

En general, la mayoria de las peliculas de hidrocoloides y recubrimientos comestibles son
solubles en agua, a menos que un tratamiento de reticulacion o bronceado haya sido llevado
a cabo o utilizar las condiciones de desnaturalizacion.

En el desarrollo de peliculas de barrera contra la humedad bajo un amplio rango de
humedades relativas, a menudo es necesario el uso de materiales que son casi o totalmente
insolubles en agua con el fin de evitar la pérdida de las cualidades de la pelicula a través de

la hinchazon o desintegracion al entrar en contacto con el alimento (Guilbert y col., 1995).

Propiedades mecanicas

Las peliculas deben ser generalmente resistentes a la fractura y a la abrasion (para fortalecer
la estructura de los alimentos solidos y la facilidad de manejo), y flexible (con suficiente
plasticidad para adaptarse a una posible deformacion completa o sin fractura) (Guilbert y
col., 1995).

Las propiedades mecéanicas de las peliculas puede mejorar la plastificacion de las redes de
los polimeros. Hay dos métodos diferentes: Plastificacion interna se obtiene para modificar
la estructura quimica del polimero, por ejemplo, la co-polimerizacién, hidrogenacion

selectiva, transesterificacion cuando los lipidos comestibles o materiales derivados son
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utilizados. Plastificacion externa es obtenida mediante la adicion de agentes que modifican

la organizacién y la energia involucrada en la estructura tridimensional de polimeros
formadores de peliculas. Sin embargo, esto también da lugar a la reduccion de gas, vapor y
como barrera de solutos. La reduccion de las fuerzas intermoleculares entre las cadenas del
polimero y por consiguiente la cohesion global facilita la extensibilidad de la pelicula
(menos fragil, mas flexible) y reduce su temperatura de transicion vitrea Tgy. El agua es un
plastificante comun, pero es muy dificil de controlar en peliculas hidrofilicas (Banker,
1966).

Permeabilidad al vapor de agua

Las peliculas y recubrimientos comestibles con buenas propiedades de barrera a la humedad
se puede utilizar para controlar la transferencia de humedad. En la superficie de secado de
algunos alimentos frescos o congelados, su absorcién de la humedad en seco o semi-himeda
incluso puede ser obstaculizada por usar peliculas con baja permeabilidad al vapor de agua
(Guilbert y col., 1995).

Para las peliculas hidrofilicas, al incrementar la actividad de agua (aw) conduce a un
aumento en el contenido de humedad en la pelicula, y por lo tanto induce a un aumento de la
permeabilidad al vapor de agua. A elevada a,, se incrementa la hinchazén de la red con agua
probablemente aumenta la difusién de la molécula de agua, lo cual claramente las peliculas

no serian eficientes como barreras de vapor de agua (Kamper y Fennema, 1985).

El papel fundamental del agua como plastificante de peliculas hidrofilicas parece ser muy
dependiente de la temperatura. EI agua no es muy soluble en peliculas a base lipidos debido
a la baja polaridad y densas matrices moleculares bien estructuradas que pueden estar

formando estos compuestos (Guilbert y col., 1995).
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Permeabilidad a gases

Las peliculas comestibles que sirven de barrera al oxigeno se pueden utilizar para proteger a
los alimentos que son susceptibles a la oxidacion (pérdida de vitaminas oxidables,
enranciamiento, etc.). Por el contrario, una relativamente alta permeabilidad a los gases es
necesaria para recubrir frutas y verduras frescas (especialmente la permeabilidad al didxido
de carbono). El desarrollo de peliculas comestibles con una permeabilidad selectiva de gases
(oxigeno, carbono, etileno) permite el control de intercambio respiratorio, y el desarrollo
microbiano parece my prometedor para lograr un efecto atmoésfera modificada en fruta
fresca y para mejorar un almacenamiento potencial para de estos productos (Guilbert y col.,
1995).

1.2.3 APLICACIONES EN ALIMENTOS

El empleo de embalajes o envolturas comestibles para la proteccion de alimentos se practica
de forma empirica desde hace mucho tiempo. Por ejemplo, podemos citar la proteccion
frente a la desecacion e intercambios gaseosos de trozos de carne mediante recubrimiento
con grasa (que se practica en Europa desde el siglo XV1), de algunos productos de bolleria
con azUcar o chocolate o de ciertas frutas por recubrimiento con peliculas de cera

(practicado en China desde el siglo XII) (Bureau y Multon, 1995).

El empleo de hojas lipoproteicas, obtenidas mediante el secado de la piel formada durante la
ebullicion de la leche de soja, se utiliza tradicionalmente en Asia como material de embalaje
para mejorar la presentacion o conservacion de ciertos alimentos. Algunos alimentos
naturales, por ejemplo, el pan, disponen de una capa superficial protectora, la corteza que se
forma a lo largo de distintas operaciones como por ejemplo, la coccidn, el secado o la fritura
(Bureau y Multon 1995).

En la actualidad se han llevado a cabo numerosos trabajos acerca de la puesta y utilizacion
de peliculas o envolturas comestibles para mejorar la calidad de diversos alimentos frescos,
transformados o congelados. En la Tabla 3 se resumen algunas de las principales

aplicaciones en alimentos (Suppakul y col., 2003)
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Tabla 3. Aplicaciones de las peliculas y envolturas comestibles.

Obijetivos

Principales propiedades
requeridas

Aplicaciones

Suministrar proteccion frente a la
humedad y/o al oxigeno

Buena aptitud para la
envoltura

Baja permeabilidad al
oxigeno y/o al agua
(posibilidad de adicion de
un antioxidante)

Pescado fresco, queso, carne y derivados
carnicos

Alimentos con humedad intermedia (AHI)
Frutos secos, almendras, nueces, aperitivos,
patatas fritas chips, frutas frescas.
Alimentos congelados

Limitar la desecacion superficial

Pelicula himeda (se
deshidrata con el alimento)

Alimentos frescos o congelados

Retardar el deterioro microbiano
superficial

Incorporacién de un agente
antimicrobiano

Alimentos himedos o con humedad
intermedia

Mantener las diferencias del a,, en un
alimento heterogéneo

Buenas propiedades de
barrera frente a la humedad

Alimentos heterogéneos (pasteleria, galletas,
pizzas, pates, confiteria etc.)

Mezcla de frutos secos para aperitivo,
desayunos, sopas, alimentos congelados
heterogéneos

Controlar la transferencia de solutos,
pigmentos aromas, etc., en un alimento
heterogéneo

Buenas propiedades de
barrera frente a los solutos
y/o a las grasas

Idem

Impedir la absorcidn de salmuera,
jarabe de deshidratacién osmética o
aceite de fritura por el alimento

Idem

Alimentos congelados salados (gambas,
cangrejo, etc.); deshidratados por osmosis o
fritos

Mejorar las propiedades mecéanicas
para facilitar las manipulaciones en el
de proceso de fabricacion o en el
almacenamiento y reducir el deterioro,
reforzando la estructura del alimento

Buena adhesion y cohesion

Cacahuates, gambas, cangrejos de mar,
productos texturizados, de pasteleria,
productos secos liofilizados, alimentos con
corteza y decorados

Proteger individualmente trozos
pequefios del alimento

Superficie no pegajosa y
buenas propiedades de
barrera y mecanicas

Dados de queso, frutos secos y productos de
humedad intermedia, cubitos de hielo o
sorbetes, etc.

Obtener una superficie no adhesiva o
aceitosa

Impedir la aglomeracion de trozos
pequefios

Superficie seca y no
pegajosa

Dados de queso, frutos secos, productos
fritos, congelados

Mejorar el aspecto superficial de un
alimento

Lisa, brillante y homogénea

Productos de panaderia (glaseado, barnices),
confiteria, frutas frescas y secas, aperitivos,
etc.

Mejorar o modificar el color, aroma y
gusto del alimento

Soporte de colorantes,
aromas, salsas, etc., buenas
propiedades de barrera

Aplicaciones multiples

Atrapar los aromas durante la
fabricacion y almacenamiento

Buenas propiedades de
barrera

Frutas de humedad intermedia, alimentos
Secos, etc.

Acondicionamiento en porciones pre
dosificadas de ingredientes destinados
a ser dispersados en los productos
alimentarios

Aptitud para formar una
“capsula” soluble o
dispersable en caliente y en
frio

Aditivos con finalidad nutritiva, aditivos
alimentarios, concentrados de levadura
alimentaria o de enzimas, aromas especias,
salsas, etc.

Proteccién y embalaje de porciones
“listas para su empleo” para disolucion
en agua o en alimentos

Aptitud para formar una
“capsula” soluble en agua

Sopas deshidratadas, bebidas instantaneas,
edulcorantes, salsas, preparaciones
aromaticas

Fuente: Bureau y Multon (1995).

En el caso del huevo se hace uso de un recubrimiento con aceites vegetales o minerales

utilizando generalmente parafina. Esta tapona los poros, y hacen que el cascaron sea menos
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permeable al vapor del agua y al dioxido de carbono, por lo que se retarda el deterioro de la

calidad de los huevos, durante su almacenamiento (Charley, 1987).

1.3 GENERALIDADES SOBRE LA QUITINA 'Y QUITOSAN

1.3.1 DEFINICION

El término quitina proviene del griego chiton que significa tanica o cubierta (Covarrubias e
Hidalgo, 2007).

La quitina es un polisacarido abundante en la naturaleza, este material se encuentra en
crustaceos, insectos, etc., consiste en 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucosa en un enlace B (1-
4), ver figura 5, la quitina puede ser degradado a quitinasa, es un material altamente
insoluble parecido a la celulosa en su solubilidad y baja reactividad quimica, su funcion
principal es como polisacarido estructural. La quitina es blanca, resistente, inelastica,
polisacérido nitrogenado y la principal fuente de contaminacion de superficie en las zonas
costeras (Ravi, 2000).

Duitina [|=H3
CHy0H co
- |
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I
CHg

Figura 5. Estructura quimica de la quitina.
Fuente: Roblejo (2009).

El derivado de la quitina que mayor atencion y usos a recibido es el quitosan; al igual que la
quitina es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, tiene aplicaciones
industriales extremadamente importantes (Covarrubias e Hidalgo, 2007). El quitosan fue
descubierto por Rouget en 1859, quién encontrd que al tratar quitina con una solucién
caliente de hidroxido de potasio se obtiene un producto soluble en &cidos organicos y la
Ilamé quitina modificada; mas tarde en 1894, fue estudiada por Hoppe- Seyler quién la
denomind quitosano (Muzarrelli, 1974). El quitosan es el N-desacetilado derivado de la

quitina a través de un tratamiento alcalino, quimicamente se describe como (1-4)-2-amino-2-
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desoxi-p-D-glucosa (fig. 6), aunque esta N-desacetilacion casi nunca es completada (Ravi,
2000; Covarrubias e Hidalgo, 2007).

Quitosano

NH o CHzDH

Figura 6. Estructura quimica del quitosan.
Fuente: Roblejo (2009).

CHoOH

1.3.2 PROPIEDADES FUNCIONALES

El quitosan tiene muchas aplicaciones en distintas areas de investigacion, por ejemplo: en la
industria farmacéutica, cosmética, medicina, biotecnologia, alimenticia y agricultura, entre
otros (Miranda, 2000)%,

Se ha estudiado ampliamente debido a sus propiedades peculiares, dandole asi un uso muy
versatil, como: vehiculo de farmacos de liberacion controlada y ADN, para la regeneracion
de los tejidos epiteliales, formacion de las membranas artificiales, promotor de la
osteogénesis, antibacteriano, como coadyuvante de higiene oral, la absorcion de grasa y
reduccién del colesterol, componente de los cosméticos, para la eliminacion y recuperacion
de diferentes residuos, la biotransformacion y deteccion de pesticidas, como recubrimiento
de semillas para la agricultura y como un agente de floculacién en el tratamiento de

efluentes acuosos (Fai y cols., 2008).

El quitosan forma una pelicula fina y flexible sobre la piel que evita la pérdida de agua y
proporciona elasticidad; se incluye en cosmeticos antiarrugas, calmantes, hidratantes y
tensores, en cosmética capilar la pelicula de quitosan protege el cabello de las agresiones
externas, reduce la carga estatica y confiere una fijacion ligera del peinado (Zamora, 2008).

En la industria alimentaria se puede utilizar como ingrediente funcional y como fibra
alimentaria. Ademas, tiene la capacidad de unirse a grasas, por lo que se utiliza como agente
hipocolesterolémico en productos dietéticos (Harris, 2010). También se ha encontrado que

posee la propiedad para formar peliculas, y que puede ser utilizada en forma de esta 0 como
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recubrimiento comestible, que pueden mejorar la capacidad de almacenamiento de

alimentos perecederos. Es biocompatible con drganos, tejidos y células de animales y
plantas (Aguilar, 2007), no antigeno, no téxico y biofuncional, su seguridad bioldgica ha
sido demostrada con experimentos de alimentacion con animales domésticos (Leleu y cols.,
2009).

Por su propiedad policationica como agente coagulante le han dado uso en el tratamiento de
aguas residuales debido a su efectividad en la separacion de coloides y particulas
suspendidas que se generan durante la elaboracién de alimentos, permitiendo también la
recuperacion de materiales como proteinas, grasas y carbohidratos que pueden ser utilizados

como alimento para animales (Hernandez, 2006).

En el campo de la biomedicina ha sido altamente utilizado debido a sus propiedades
anticoagulantes, accién antibacteriana, antifingica y por su accion como promotor de la

cicatrizacién de heridas (Harris, 2010).

En el &rea farmacéutica el quitosan puede ser utilizado como agente antimicrobiano y como
material para la encapsulacion de medicamentos. En agricultura, el quitosan se ha descrito
como antivirus en plantas y como aditivo en fertilizantes. También ha sido utilizado en la

industria papelera, en la textil y en el tratamiento de aguas residuales (Harris, 2010).

Los complejos formados con quitosan y muchos iones de metal son usados en la quelacion
de hierro, cobre, magnesio o bien, por sus grupos — NHs" el quitosan puede ser usado como
un buen floculante para remover iones de metales pesados toxicos como la plata, plomo,

mercurio y cromo (Hernandez, 2006).

La Universidad del estado de Washington ha mostrado que el recubrimiento de semillas de
trigo con quitosan ha incrementado el rendimiento de los cultivos. El quitosan
aparentemente dispara una respuesta en la semilla que puede denominarse como un
mecanismo de autoproteccion, en especial al ataque de hongos patégenos, muchos de los

cuales contienen quitina en sus paredes celulares (Miranda, 2000)°.
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1.3.3 EL QUITOSAN COMO AGENTE ANTIMICROBIANO

El quitosan tiene actividad antimicrobiana frente a mohos, levaduras y bacterias Gram
negativas y positivas. En general, la actividad antimicrobiana del quitosan es mayor cuando
el grado de desacetilacion es mas alto y el peso molecular y pH son mas bajos (por debajo
de pH 6,3) (Leleu y cols., 2009).

El quitosan y otra poliaminas interactian con la membrana celular para alterar la
permeabilidad de la misma. A bajas concentraciones el quitosan policatidnico
probablemente se une a la superficie bacteriana cargada negativamente, causando
aglutinacion. A altas concentraciones, el gran nimero de cargas positivas impartird una
carga positiva neta en las superficies bacterianas para mantener a la bacteria en suspension y
elevando aun mas la concentracion de quitosan, la superficie bacteriana estard cubierta
totalmente previniendo la salida de los componentes intracelulares impidiendo la
transferencia de masa en ambos sentidos (Miranda, 2000)°.

El mecanismo de actividad antimicrobiana del quitosan esta estrechamente relacionado con
las propiedades fisicoquimicas de las soluciones tales como peso molecular, temperatura,
pH, fuerza idnica, grado de desacetilacion, concentracion utilizada y tiempo de exposicién,
ademas de las caracteristicas intrinsecas de la membrana del microorganismo (Fai y cols.,
2008; Alvarez y Madin, 2009).

Investigaciones demuestran que la actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram (+)
aumenta cuanto mayor sea el peso molecular del polimero, mientras que para las bacterias
Gram (-) cuanto menor es la masa molecular, mayor sera el potencial antimicrobiano. Asi, se
ha sugerido los efectos del quitosan en dos tipos distintos de bacterias. En Gram (+), la
hipdtesis es que el quitosan forma peliculas alrededor de la célula, que acaba por inhibir la
absorcion de nutrientes, mientras que los de baja masa molecular penetra méas facilmente en
bacterias Gram (-) mediante la unién a ADN e impidiendo la transcripcién y traduccion,
provocando alteraciones en el metabolismo celular. El quitosan es eficiente como
antimicrobiano contra varios microorganismos como: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus faecalis, Salmonella entérica, Salmonella
paratyphi, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Bacilo cereus, Shigella
dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium,
Saccharomyces cerevisiae, S. ludwigii, Baillie zygosaccharomyces, Cryptococcus albidus,

Candida sp., Rhodotorula sp. (Fai y cols., 2008).
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Estudios recientes han informado que el quitosan induce la desorganizacion molecular y

cambios morfolégicos en mohos fitopatdgenos como: Fusarium oxysporum, Sclerotio
Sclerotinia, Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum, Colletotrichum gloeosporioides,
Aspergillus niger, entre otros. El quitosdn también tiene la funcion de agente quelante de
iones metalicos. Por lo tanto, se sugiere que este polisacarido también podria interferir con

la produccion de toxinas en el crecimiento microbiano (Fai y cols., 2008).

1.3.4 APLICACIONES EN ALIMENTOS

Este biopolimero ha demostrado tener multiples efectos en sistemas alimenticios como: fibra
dietética, conservador, adsorbente de lipidos y emulsificante, recuperacion de material de
desecho, estabilizacion de color, aditivo en alimentos para animales, cubiertas
biodegradables en frutos y otros alimentos. Ademas los productos de vinagre que contienen
quitosan son manufacturados en Japon debido a su habilidad para disminuir el colesterol
(Rodriguez y cols., 2003).

Las peliculas preparadas a partir de quitosan y sus derivados, asi como sus propiedades
mecanicas, de barrera y su biodegradacion son caracteristicas estudiadas. Es antifingico y
antimicrobiano, las peliculas a partir de quitosan prolongan la vida de los alimentos en las
estanterias o en los anaqueles como en el caso del banano, mango y pera. Se han realizado
estudios en peliculas de quitosan-almidon y quitosan-PLA las cuales han mostrado una alta

permeabilidad a gases y un aumento en las propiedades mecéanicas (Villada y cols., 2007).

En la actualidad, la calidad es un componente fundamental de los alimentos, tales como la
seguridad alimentaria (inocuidad) y componente indispensable de la calidad. Sin embargo, el
mantenimiento de la calidad de diversos productos alimenticios durante su vida util solo es
posible gracias a las acciones de conservantes quimicos, por lo que la produccion de
alimentos es algo complejo, dado que los consumidores exigen alimentos seguros para el
consumo, con minimo de aditivos quimicos, con la comodidad de tener una larga vida util
(Fai y col., 2008).

La aplicacién de ceras o recubrimientos produce importantes efectos sobre la fisiologia y
calidad de las frutas. El quitosan es una molécula biolégicamente muy activa que presenta
multiples aplicaciones en postcosecha debido principalmente a su poder antimicrobiano, a la

capacidad de formar films comestibles y a sus propiedades antioxidantes. El objetivo del
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presente trabajo ha sido evaluar el quitosan aplicado como recubrimiento a diferente

contenido en solidos sobre la fisiologia y calidad de naranjas (Contreras y cols., 2006).

En la tabla 4, se muestran algunas aplicaciones del quitosén en la industria alimenticia:

Tabla 4. Aplicacion de quitosan en alimentos.

Aplicacién Ejemplos
Agente » Bactericida
antibacteriano > Fung_lc_llda o .
» Medicion de la contaminacion de moho en la agricultura
» Controla la transferencia de humedad en el alimento y el
ambiente
» Controla la liberacidn de sustancias antimicrobianas
Pelicula > Controla la liberacion de antioxidantes
. » Controla la liberacién de nutrientes y sabores
comestible . . .
» Reduce la presion parcial de oxigeno
» Controla la respiracién, temperatura y pardeamiento enzimatico
en frutos

Fuente: Miranda (2007).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un recubrimiento a base de quitosan en diferentes formulaciones sobre
las propiedades fisicas, fisicoquimicas y microbioldgicas del huevo fresco, durante su vida
atil.

OBJETIVO PARTICULARES

1. Determinar el efecto de un recubrimiento a base de quitosan en diferentes
formulaciones sobre la pérdida de peso, camara de aire, altura de la albumina e indice de

yema en huevos almacenados a 25 + 2°C durante su vida Gtil.

2. Determinar el efecto de un recubrimiento a base de quitosan sobre la alcalinizacion en

huevos almacenados a 25 + 2°C durante su vida Util.

3. Determinar el efecto de un recubrimiento a base de quitosan en diferentes formulaciones
sobre la inhibicion de Salmonella enteritidis, Mesofilos aerobios, Coliformes totales y

Staphylococcus aureus en huevos almacenados a 25 + 2°C durante su vida util.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cuadro Metodoldgico.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de un recubmmiento a base de quitosan en diferentes forrmulaciones sobre las propiedades fisicas, fisicoguimicas

v microbiclégicas del huewvo fresco, durante su vida ntil.

ACTIVIDADES PREELIMINARES

.

|

l

Actividad I
Seleccién v
clasificacion de la
materna prirma.

.

OBJ.1 Determminar el efecto de un
recubritniento a base de quitosin en
diferentes fommulaciones sobre la pérdida de
peso,camara de aire, altura de la albiimina e
indice de verma enhuevosalmacenadosa 23
+ 2%C durante su vida atil.

OBJ.2_ Determminar el efecto de
un recubrmiento a base de
quitosan sobre la alcalnizacion
en huevos almacenados a 25 +
27C durante su vida util.

Actividad IT
Caracterizacion
fizica, fisicogquimica
v microbiologica

del huewvo fresco.

:

Actividad IT

Preparaciony
aplicacion del
recubnmiento

Ingenieria en Alimentos
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Actividad 1
Determinacién de las

propiedades fisicas.
1.1 Perdida de peso

1.2 Camara de aire

1.3 Altura de la albumina

1.4 Indice de yvema

v

OBJ.3 Determminar el efecto de un
recubnmiento a base de gquitosan en
diferentes formmulaciones sobre la inhibicién
Salmonella enferifidiz mesdfilos aerobios,
coliformes  totales, v Staphylococcus
aurews en huevos almacenados a 25 + 2°0C
durante su wida Gl

Actividad 2
Determinacion de las
propiedades
fisicoguimicas.

2.1 pH

Actvidad 3
Determinacién de las propiedades
microbioclégicas
3.1 Determinacion de Salmonella enteritidis
3.2 Determinacion de MMesofilos aerobios

3.3 Determinacion de Coliformes totales

3.4 Determinacion de Stapiviococcus aureus

Amnadlisis de Fesultados

¥

Conclusiones
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2.2 Material Bioldgico.

Se adquirieron 270 huevos frescos, procedentes del municipio de Zumpango del Estado de
México adquiridos en la granja San Sebastian fueron llevados al laboratorio de
Biotecnologia de la unidad de posgrado de la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan,

UNAM, donde se acondicionaron para su posterior tratamiento.

2.3 Seleccidn y clasificacion de la materia prima.

Se selecciond la materia prima eliminando aquellos huevos que presentaron cascarén roto o
fracturado, limpiandose los que se encontraban con materia extrafia adherida al cascaron
con un cepillo, posteriormente se pesaron y se midieron a cada uno la longitud ecuatorial y
polar de una muestra tomada aleatoriamente para contar con lotes homogéneos, los cuales se
almacenaron con el polo mayor hacia arriba, distribuyéndose al azar en lotes por tratamiento

(los lotes contaron con 30 huevos para cada tratamiento), ver figura 7.

a) b)

AT

Figura 7. (a) Lote de huevos. (b) Eliminacion de suciedades de los huevos.
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2.4 Caracterizacion fisica, fisicoquimica y microbiolégica

Se evaluaron las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y microbioldgicas para lo que se
utilizaron huevos previamente seleccionados sin aplicacion de recubrimiento de quitosan se
realizo por triplicado cada evaluacién. Los parametros de calidad que se evaluaron de
acuerdo a la norma NOM-159-SSA1-1996 y NMX-FF079-SCFI-2004 los cuales fueron;
indice de yema, altura de la clara, altura de la cdmara de aire, pH, asi como una
caracterizacion microbiolégica en donde se determind la presencia de  Salmonella
enteriditis, conteo de Mesofilos aerobios, Coliformes totales y Staphylococcus aureus de

acuerdo a las técnicas descritas en los métodos analiticos.

2.5 Aplicacion del recubrimiento en los huevos frescos
2.5.1 Preparacion del recubrimiento a las diferentes formulaciones

El quitosan que se utilizd para la realizacion de este proyecto fue obtenido por la Dra.
Patricia Miranda Castro en el laboratorio de Biotecnologia de la unidad de posgrado de la
Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan, a partir de la desacetilacion de quitina
extraida de desechos de camardn, siguiendo la metodologia establecida en este laboratorio
(Miranda, 2000)°.

Se realizaron diferentes formulaciones para el recubrimiento de los huevos.

Tabla 5. Formulaciones evaluadas para la conservacién del huevo.

Tratamientos | %Quitosan | %Glicerol | %Acido pH Numero
lactico de capas
(p/v) (VIV)
(vIv)
Cl - 3 1
C2 - 3 2
C3 0.25 3 1
C4 0.25 3 2
C5 1 - 1.4 5 1
C6 - 5 2
C7 0.25 5 1
C8 0.25 5 2
Control - - - - -
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establecidos en la tabla 5 preparando una solucion de quitosan al 1% en agua, a la cual se le
adiciono 1.4% de acido lactico.

El glicerol se adiciono al 0.25% de la concentracion de quitosan adicionado, manteniendo
una agitacion constante hasta obtener soluciones homogéneas y transparentes. Al final se
ajustd la solucién de quitosan a los pH’s establecidos con NaOH posteriormente se

esterilizo a 121°C durante 15 minutos y se guardé en refrigeracion a 4°C.

2.5.2 Aplicacion del recubrimiento

Se procedid a sumergir cada uno de los huevos en las diferentes soluciones de quitosan a
las diferentes formulaciones durante 30 segundos el cual se determind con un cronémetro.
Una vez recubiertos con la solucién fueron colocados en rejillas de metal para escurrir el
exceso de la misma, para su posterior secado a temperatura ambiente. Los huevos
recubiertos fueron almacenados en contenedores de carton para huevos en una incubadora
Gravity Convetion Incubator modelo 4 a 25+2°C a una humedad relativa de 60% por un
periodo de 30 dias.

2.6 Evaluacion del efecto de un recubrimiento a base de quitosan en diferentes
formulaciones sobre las propiedades fisicas, fisicoquimicas y microbiol6gicas del

huevo fresco, durante su vida Util.

Una vez recubiertos los huevos se procedié a determinar sus propiedades fisicas,

fisicoquimicas y microbioldgicas al inicio y en intervalos de aproximadamente 7 dias.
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2.7 Métodos analiticos

2.7.1 Evaluacioén fisica del huevo

2.7.1.1 Pérdida de peso del huevo

La pérdida de peso de determind por diferencia de peso utilizando una balanza granataria
(fig. 8) en donde se pes6 cada uno de los grupos a evaluar, esta prueba se realizo por
triplicado. Los resultados se expresaron en % de pérdida de peso durante el almacenamiento;
los cuales se sometieron a un tratamiento estadistico que consistid en una regresion multiple

lineal del cual se obtuvo la tasa de pérdida de peso por dia.

Figura 8. Balanza Granataria Harvard Trip Balance 2 kg-5lb.
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2.7.1.2 Altura de la clara del huevo

La altura de la clara se determind de acuerdo a la norma NMX-FF-079-SCFI-2004 para lo
cual se peso cada huevo individualmente y se registraron los datos. Se procedi6é a romper el
huevo y se depositd en una superficie plana. Se determiné con un vernier (fig.9) la altura de
la clara localizada entre la yema sin involucrar esta y el borde exterior de la clara densa y se
registraron los datos, la prueba se realizo por triplicado. Los resultados obtenidos se
sometieron a un tratamiento estadistico que consistié en una regresién maltiple lineal del

cual se obtuvo la tasa de cambio por dia.

Calculo de la altura de la clara:
U.H.= 100 log10 [ A- ¥G(30P*0.37 — 100) + 1.9]
100

Donde

U.H son las unidades Haugh;
A es la altura de la clara en mm;
Ges32.2

P es el peso del huevo en gramos

Figura 9. Determinacion de la altura de la clara
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2.7.1.3 Camara de aire del huevo

El método empleado para la medicion de la camara de aire en el huevo fresco de acuerdo a
la norma NMX-FF-079-SCFI-2004 es por medio de la observacion o miraje del mismo
producto del reflejo de la luz directa producido por un ovoscopio con una lampara
incandescente de al menos 40 watts en un cuarto oscuro.

El procedimiento para la medicién consiste en colocar cada uno de los huevos en el
ovoscopio previamente encendido, marcar una linea alrededor de donde se observa el limite
inferior de la camara de aire en el polo obtuso ver figura 10. Posteriormente se debe medir la
profundidad de la camara por medio de un vernier o una escuadra graduada en milimetros,

considerando la altura a partir del tope del polo obtuso a la linea mas lejana marcada.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza, asi como una

regresion multiple lineal del cual se obtuvo la tasa de cambio por dia.

Camara de aire

Figura 10. Determinacion de la cdmara de aire por medio de un ovoscopio.
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2.7.1.4 Indice de yema del huevo

El indice de yema es un pardmetro que informa sobre la forma ideal de la yema y su relacion
con la frescura y calidad del huevo. Cuanto mayor sea el valor de este indice, mayor es la
frescura del huevo, ya que la yema se presenta mas compacta (Raigon,

2001).

Es la relacion existente entre la altura y el diametro de la misma. El procedimiento para su
determinacion consistio en romper el huevo y se depositdé en una superficie plana. Se
determind con un vernier la altura de éste en su parte mas alta (centro) y el didmetro de la
misma (fig. 11), se registraron los datos de la prueba, la cual se realizé por triplicado. Los
resultados obtenidos se trataron mediante un tratamiento estadistico que consistio en un
andlisis de varianza, asi como una regresion multiple lineal del cual se obtuvo la tasa de

cambio por dia (Quintana, 1988).

Figura 11. Determinacion del diametro de la yema.
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2.8 Evaluacion fisicoquimica del huevo

2.8.1 pH del huevo

Se determino de acuerdo a la norma NOM-129-SSA1-1995 para lo cual se procedio a
romper cada uno de los huevos, con un posterior homogeneizado sumergiéndose el electrodo
en la muestra y se leyo el pH directamente en la escala del instrumento, hasta alcanzar un
valor estable, se registraron los datos de la prueba, la cual se realizo por triplicado. Se utilizd
un potenciémetro digital marca VWR scientific modelo 8015 ver figura 12. Los resultados
obtenidos fueron sometidos a una regresién multiple lineal del cual se obtuvo la tasa de

cambio por dia.

Figura 12. Potenciometro digital VWR scientific modelo 8015
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2.9  Evaluacion microbioldgica del huevo

2.9.1 Determinacion de la presencia de Salmonella enteritidis

2.9.1.1 Preparacion del medio de cultivo

Este procedimiento se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Merck de
México, S.A de C.V). Se utilizé6 Merck® Agar SS deshidratado para Salmonella y Shigella,
se pesaron 60 g del contenido del Agar SS en una balanza granataria (Harvard Trip Balance
2 kg-51b) (fig. 8) y se disolvié en 1000 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer. Se
hirvié agitando continuamente en una parrilla (Gyratherm® Magnetic stirrer-hot plate) (fig.
13) hasta disolucion completa, dejando a ebullicion durante 1 minuto. Este medio no se

esteriliza en autoclave.

Figura 13. Parrilla de agitacion magnética (Gyratherm® Magnetic stirrer-hot plate).

Posteriormente se enfrio el medio de cultivo a 40°C aproximadamente en bafio de agua
manteniéndose a esta temperatura para evitar que se solidificara antes de su uso. Una vez
frio el medio, se distribuyd en cajas petri desechables estériles de 90X15 mm, en cantidades

de aproximadamente la mitad del volumen del mismo.

Se dejo solidificar a temperatura ambiente, después se dejaron por 24 horas en una
incubadora (Dry Type Bacteriological Incubator) (fig. 14) a 35°C como prueba de

esterilidad y finalmente se almacenaron en refrigeracion a 4°C.
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Figura 14. Incubadora (Dry Type Bacteriological Incubator).

2.9.1.2 Preparacion y dilucion de muestras del alimento

Este procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994 con las siguientes

modificaciones:
» Preparacion del diluyente

Se pesd en una balanza granataria (figura 8) 8.5 g de cloruro de sodio y se disolvié en 1000
ml de agua destilada en un matraz aforado, agitando cuidadosamente para obtener una
mezcla homogénea, se ajusto el pH a 7 con hidréxido de sodio al 1 N, después se esterilizd

en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
» Preparacion de la dilucion primaria

Se pesd 1 g de yema y clara de huevo en un tubo de 16 x 150 mm con tapon de rosca
estériles (este procedimiento se realizo para cada tratamiento propuesto, ver tabla 5) en una
balanza granataria, posteriormente se adicion6 9 ml de diluyente, después se mezclé hasta

obtener una suspensién completa con un homogeneizador estéril.
> Inoculacion de las muestras preparadas

Con una punta de micropipeta estéril se tomo una alicuota de 100 pL de la dilucion primaria,
se inoculo sobre la superficie del medio de cultivo y se disemind con una varilla de vidrio
estéril y se incubaron (Dry Type Bacteriological Incubator) (ver figura 14) a 35°C durante
24 horas, este procedimiento se realizo por triplicado para cada tipo de dilucion.
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> Interpretacion para Salmonella enteritidis

Después de la incubacién, se examin0 las placas para investigar la presencia de colonias

tipicas de Salmonella con las siguientes caracteristicas (ver tabla 6):

Tabla 6. Interpretacion de colonias tipicas de Salmonella enteritidis.

Color de las colonias

Centro negro

Viraje del medio de cultivo

Incoloras, transparentes

Amarillo

Fuente: Merck (1994).

Una vez que se obtuvo el crecimiento de colonias sospechosas en el medio de cultivo agar

Salmonella-Shigella (SS), se llevo a cabo un posterior aislamiento y purificacion de la

bacteria. Después se enviaron a un Laboratorio particular para realizarle pruebas

bioquimicas para la identificacion genérica del microorganismo en estudio.
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2.9.2 Determinacion de Mesofilos aerobios

2.9.2.1 Preparacion del medio de cultivo

Este procedimiento se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Proveedor
Cientifico S.A.). Se utiliz6 Bioxon® Agar para métodos estandar deshidratado, se pesaron
23.5 g del Agar en una balanza granataria (Harvard Trip Balance 2 kg-5Ib) (ver Fig. 8) y se
disolvié en 1000 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer, se hirvio hasta total
disolucién con agitacion continua en una parrilla (Gyratherm® Magnetic stirrer-hot plate)

(ver Fig. 13), después se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Posteriormente se enfrio el medio de cultivo a 45°C aproximadamente en bafio de agua
manteniéndose a esta temperatura para evitar que se solidifique antes de su uso. Una vez que
el medio esté a esa temperatura, se distribuyen en cajas petri desechables estériles de 90X15
mm, en cantidades de aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Se dejo solidificar
a temperatura ambiente, después se dejaron por 24 horas en una incubadora (Dry Type
Bacteriological Incubator) (ver figura 14) a 35°C como prueba de esterilidad y finalmente se

almacenaron en refrigeracion a 4°C.

2.9.2.2 Preparacidn y dilucion de muestras del alimento

Este procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994 con las siguientes

modificaciones:

> Preparacion del diluyente

Se peso en una balanza granataria (figura 8) 8.5 g de cloruro de sodio y se disolvié en 1000
ml de agua destilada en un matraz aforado, agitando cuidadosamente para obtener una
mezcla homogénea, se ajusto el pH a 7 con hidroxido de sodio al 1 N, despues se esterilizo

en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

» Preparacion de la dilucion primaria

Se pesé 1 g de yema y clara de huevo en un tubo de 16 x 150 mm con tapén de rosca

estériles (este procedimiento se realizo para cada tratamiento propuesto, ver tabla 5) en una
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balanza granataria, posteriormente se adicion6 9 ml de diluyente, despuées se mezcld hasta

obtener una suspensién completa con un homogeneizador estéril.

» Preparacion de las diluciones decimales adicionales

Posteriormente con una pipeta graduada se tomé un 1 ml de la dilucion primaria en un tubo
de 16 x 150 mm con tapon de rosca previamente estériles que contenian 9 ml de diluyente
estéril, se agitd la muestra manualmente con movimientos de arriba a abajo en un arco de 30
cm (este procedimiento se realizo para cada una de las diluciones que se requirieron). Todo
el material utilizado para este procedimiento se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15

minutos.
> Inoculacion de las muestras preparadas

Con una punta de micropipeta estéril se tomo una alicuota de 100 pL de la dilucion primaria
y de cada una de las diluciones decimales adicionales utilizadas, se inoculdé sobre la
superficie del medio de cultivo distribuyendo con una varilla de vidrio estéril y se incubaron
(Dry Type Bacteriological Incubator) (ver figura 14) a 35°C durante 24 horas, este

procedimiento se realizé por triplicado para cada tipo de dilucion.
> Interpretacion de Mesofilos aerobios

Después de la incubacién, se contd el nUmero de colonias que presentaron las siguientes

caracteristicas (ver tabla 7):

Tabla 7. Interpretacion de morfologia tipica de Mesoéfilos aerobios.
Caracteristicas de las colonias
Contar todas las colonias desarrolladas en las placas (excepto las de

mohos y levaduras), incluyendo las puntiformes.
Fuente: NOM-092-SSA1-1994.
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2.9.3 Determinacién de Coliformes totales

2.9.3.1 Preparacion del medio de cultivo

Este procedimiento se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Dibico, S.A de
C. V.). Se utilizé Dibico® Agar de bilis y rojo violeta deshidratado, se pesaron 41.5 g del
medio de cultivo en una balanza granataria (Harvard Trip Balance 2 kg-5Ib) (ver figura 8) y
se disolvio en 1000 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer. Se calenté y agitd
frecuentemente en una parrilla (Gyratherm® Magnetic stirrer-hot plate) (ver figura 13) hasta

punto de ebullicidn, después se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Posteriormente se enfrié el medio de cultivo a 40°C aproximadamente en bafio de agua
manteniéndose a esta temperatura para evitar que se solidifique antes de su uso. Una vez frio
el medio, se distribuyen en cajas petri desechables estériles de 90X15 mm, en cantidades de
aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Se deja solidificar temperatura
ambiente, después se dejaron por 24 horas en una incubadora ((Dry Type Bacteriological
Incubator) (ver figura 14) a 35°C como prueba de esterilidad y finalmente se almacenaron
en refrigeracion a 4°C.

2.9.3.2 Preparacion y dilucion de muestras del alimento

Este procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994 con las siguientes

modificaciones:

> Preparacion del diluyente

Se peso en una balanza granataria (figura 8) 8.5 g de cloruro de sodio y se disolvié en 1000
ml de agua destilada en un matraz aforado, agitando cuidadosamente para obtener una
mezcla homogénea, se ajusto el pH a 7 con hidroxido de sodio al 1 N, despues se esterilizo

en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

» Preparacion de la dilucion primaria

Se pesé 1 g de yema y clara de huevo en un tubo de 16 x 150 mm con tapén de rosca

estériles (este procedimiento se realizo para cada tratamiento propuesto, ver tabla 5) en una
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balanza granataria, posteriormente se adicion6 9 ml de diluyente, después se mezclé hasta

obtener una suspension completa con un homogeneizador estéril.

» Preparacion de las diluciones decimales adicionales

Posteriormente con una pipeta graduada se tomé un 1 ml de la dilucion primaria en un tubo
de 16 x 150 mm con tapon de rosca previamente estériles que contenian 9 ml de diluyente
estéril, se agitd la muestra manualmente con movimientos de arriba a abajo en un arco de 30
cm (este procedimiento se realizo para cada una de las diluciones que se requirieron). Todo
el material utilizado para este procedimiento se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15

minutos.
> Inoculacion de las muestras preparadas

Con una punta de micropipeta estéril se tomo una alicuota de 100 pL de la dilucion primaria
y de cada una de las diluciones decimales adicionales utilizadas, se inocul6 sobre la
superficie del medio de cultivo distribuyendo con una varilla de vidrio estéril y se incubaron
(Dry Type Bacteriological Incubator) (ver figura 14) a 35°C durante 24 horas, este

procedimiento se realizé por triplicado para cada tipo de dilucion.
> Interpretacion de Coliformes totales

Después de la incubacién, se contd el nUmero de colonias que presentaron las siguientes

caracteristicas (ver tabla 8):

Tabla 8. Interpretacion de morfologia tipica de Coliformes totales.
Caracteristicas de las colonias
Colonias color rojo oscuro, que estén rodeadas de un halo de
precipitacion debido a sales biliares, el cual es color rojo claro o
rosa.

Fuente: NOM-113-SSA1-1994.
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2.9.4 Determinacion de la presencia de Staphylococcus

En esta determinacion se aplicd la técnica de preparacion de dilucion primaria y diluciones
decimales adicionales para su posterior inoculacion directa en placas en medio cultivo (Agar
BHI) y finalmente la confirmacién mediante pruebas bioguimicas (Merck, 2009; NOM-115-

SSA1-1994 con algunas modificaciones).

2.9.4.1 Preparacion del medio de cultivo

Este procedimiento se realizd6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Merck de
México, S.A de C.V). Se utiliz6 Merck® Caldo de infusion cerebro corazén (BHI) y
Bioxon® Agar bacterioldgico (como solidificante) deshidratados, se pesaron 37 g de BHI y
15 g de agar en una balanza granataria (Harvard Trip Balance 2 kg-5 Ib) (ver figura 8), se
disolvieron en 1000 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer en agitacion continua en
una parrilla (Gyratherm® Magnetic stirrer —hot plate) (ver figura 13). Se dejo reposar por 15

minutos y después se esteriliz6 en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Posteriormente se enfria el medio de cultivo a 40°C aproximadamente en bafio de agua
manteniéndose a esta temperatura para evitar que se solidifique antes de su uso. Una vez frio
el medio, se distribuyen en cajas petri desechables estériles de 90X15 mm, en cantidades de
aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Se dejan enfriar a temperatura ambiente
para que solidifique, después se dejaron por 24 horas en una incubadora (Dry Type
Bacteriological Incubator) (ver figura 14) a 35°C como prueba de esterilidad y finalmente se

almacenaron en refrigeracion a 4°C.

2.9.4.2 Preparacion y dilucion de muestras del alimento

Este procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994 con las siguientes

modificaciones:

» Preparacion del diluyente

Se peso en una balanza granataria (figura 8) 8.5 g de cloruro de sodio y se disolvio en 1000

ml de agua destilada en un matraz aforado, agitando cuidadosamente para obtener una
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mezcla homogénea, se ajusto el pH a 7 con hidréxido de sodio al 1 N, después se esterilizd

en un autoclave a 121°C durante 15 minutos. Corregido parecido a la norma
» Preparacion de la dilucion primaria

Se pesé 1 g de yema y clara de huevo en un tubo de 16 x 150 mm con tapon de rosca
estériles (este procedimiento se realizé para cada tratamiento propuesto, ver tabla 5) en una
balanza granataria, posteriormente se adicion6 9 ml de diluyente, después se mezcl6 hasta

obtener una suspension completa con un homogeneizador estéril.

» Preparacion de las diluciones decimales adicionales

Posteriormente con una pipeta graduada se tomé un 1 ml de la dilucion primaria en un tubo
de 16 x 150 mm con tapon de rosca previamente estériles que contenian 9 ml de diluyente
estéril, se agitd la muestra manualmente con movimientos de arriba a abajo en un arco de 30
cm (este procedimiento se realizé para cada una de las diluciones que se requirieron). Todo
el material utilizado para este procedimiento se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15

minutos.
> Inoculacidn de las muestras preparadas

Con una punta de micropipeta estéril se tomo una alicuota de 100 pL de la dilucion primaria
y de cada una de las diluciones decimales adicionales utilizadas, se inoculd sobre la
superficie del medio de cultivo distribuyendo con una varilla de vidrio estéril y se incubaron
(Dry Type Bacteriological Incubator) (ver figura 14) a 35°C durante 24 horas, este

procedimiento se realizo por triplicado para cada tipo de dilucion.
> Interpretacion de Staphylococcus aureus

Después de la incubacion, se contd el numero de colonias que presentaron las siguientes

caracteristicas (ver tabla 9):

Tabla 9. Interpretacion de colonias tipicas de Staphylococcus aureus.
Caracteristicas de las colonias

Son circulares, amarillas, brillantes, lisas de aprox. 1-2 mm de diametro.
Fuente: Merck (2009).
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Una vez que se obtuvo el crecimiento de colonias sospechosas en el medio de cultivo agar
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infusion cerebro corazon (BHI), se llevo a cabo un posterior aislamiento y purificacion de la
bacteria. Después se enviaron a un Laboratorio particular para realizarle pruebas

bioquimicas para la identificacion genérica del microorganismo en estudio.
2.10 Anélisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado con el fin de obtener resultados significativos
y con ello realizar un andlisis estadistico confiable y representativo. Se aplicé a los datos
obtenidos un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), con un nivel de confianza o de
0.05, para obtener de esta manera la diferencia significativa entre la muestra control y los
tratamientos estudiados. Este anélisis se llevo a cabo por medio del programa estadistico
Minitab 15 Espafol. Los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de este programa

estadistico se muestran en el apartado de Anexos.
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3.1 Caracterizacion fisica y fisicogquimica del huevo.

Para la realizacion de este estudio fue necesario evaluar los pardmetros fisicos y
fisicoquimicos del huevo, a fin de establecer sus caracteristicas y seleccionar lotes
homogéneos. Los parametros a evaluar fueron el peso, longitud ecuatorial, longitud polar,

camara de aire, altura de la clara, indice de yema (Tabla 10).

Tabla 10. Pardmetros fisicos y fisicoquimicos del huevo fresco.

Parametro Promedio
Peso (g) 44.75 + 0.36
Longitud ecuatorial (cm) 4.07 + 0.05
Longitud Polar (cm) 5.47 +0.08
Céamara de aire (mm) 5.38+0.24
Altura de la clara (UH) 76.97 +0.42
indice de yema 0.44 +0.12
pH 7.03+0.14

Los valores obtenidos corresponden a tres réplicas + desviacién estdndar, n=220 muestras.

De acuerdo a los parametros obtenidos, los huevos utilizados pertenecen a la categoria chico
debido a que pesa menos de 55¢g, ademas se encontraron clasificados en las siguientes
categorias: México 1 debido a que la altura de la clara fue mayor a 70 y como México 2
dado que la camara de aire que presentaron fue mayor a 5 mm esto de acuerdo a la norma
NMX-FF-079-SCFI-2004, aunque el pH estuvo por arriba de lo establecido en la NOM-159-
SSA1-1996 se decidio trabajar con estos puesto que los deméas parametros se encuentran
dentro de lo establecido, ademas que en pruebas previas con otro lote de huevos que se

obtuvieron del mismo lugar y con mismas caracteristicas presentaban datos similares.

3.2 Efecto de la aplicacion de recubrimiento de quitosan en diferentes formulaciones
sobre la vida util del huevo fresco.

La calidad de un alimento se define como una combinacion de caracteristicas, atributos y
propiedades que le daran un valor como alimento. Las propiedades de calidad de un huevo
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fresco se asocian con propiedades fisicas, fisicoquimicas y microbiologicas que definen la

CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION .

frescura y a su vez su vida util (Besterfield, 1995; Juarez, 2009).

3.2.1 Pérdida de peso del huevo

La evaluacion del porcentaje de pérdida de peso durante el almacenamiento es esencial
debido a que representa una alta pérdida de humedad de los huevos dando como
consecuencia perdida de la calidad del mismo y por lo tanto una disminucion del valor en el
mercado (Caner y Cansiz, 2007).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 15 éstos fueron graficados y se evaluaron
a través de un andlisis de varianza y regresién multiple lineal de donde se obtuvo la tasa de
pérdida de peso por dia (ver tabla 11) El analisis mostré que existe diferencia significativa
(p< 0.05) entre cada una de las tasas de pérdida de peso de los diferentes tratamientos con
respecto al control. Esto se atribuye a que efectivamente el recubrimiento con quitosan
disminuy6 la transferencia de humedad hacia el exterior del huevo reduciendo con esto la

pérdida de peso.
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Figura 15. Efecto del recubrimiento de quitosan a diferentes formulaciones en huevo fresco
sobre la pérdida de peso con respecto al tiempo.

Tabla 11. Tasa de pérdida de peso en porcentaje por dia.

Tratamiento | Tasa de pérdida de peso Tratamiento Tasa de pérdida de peso
(g/Dia) (g/Dia)
Control 0.3765° Control 0.3765°
Cl 0.2323° C5 0.1941'
c2 0.1711° C6 0.1911°
C3 0.2462° C7 0.2028"
Cc4 0.1603° C8 0.1826'

Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05) respecto al control.

Como se observa el grupo control tuvo una pérdida de peso mayor al 10 % a los 28 dias de
almacenamiento con una tasa de pérdida de 0.3765 g/dia, mientras que los tratamientos que
alcanzan un menor porcentaje de pérdida de humedad son los grupos C4 (quitosan-glicerol
pH 3, 2 capas), C2 (quitosan pH 3, 2 capas) y C8 (quitosan-glicerol pH 5, 2 capas) que
posteriormente al analizarlos estadisticamente no se encontrd diferencia significativa entre

estos.
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alto peso molecular tapa los poros de la cascara evitando la transferencia de humedad hacia
el exterior del huevo y con esto disminuyendo la pérdida de peso del mismo entre otras
propiedades. Por otro lado las dos capas tienen un efecto mas fuerte de barrera debido a que
se forman dos capas disminuyendo la transferencia de gases al exterior, esto se observa en el
grupo C2. El glicerol le proporciono a los recubrimientos quitosan mayor adherencia.

Al comparar los resultados obtenidos con los de la literatura se observé que se obtienen
resultados afines, en los que el recubrimiento con quitosan efectivamente acttia como barrera
a la transferencia de humedad. Se contrastaron los resultados de los grupos C4 y C8 con los
reportados en la literatura por Caner y Canzis se observd que aungue también aplican
doble capa de recubrimiento de quitosan obtienen una pérdida de peso del 5.3% mientras
que experimentalmente con el grupo C4 obtiene una pérdida de peso del 4.8% vy el grupo
C8 obtuvo una pérdida del 5.6% pero al comparar el grupo control estos obtienen una
pérdida de peso del 7.38% logrando disminuir la pérdida de peso en un 24.11%, mientras
que con el grupo C4 dado que fue el que menor pérdida de peso se alcanzo disminuir la
pérdida de peso en un 57.65% todo esto respecto al grupo control. Las variaciones entre los
resultados pudieron deberse principalmente a las diferentes condiciones de almacenamiento
que aungue se almacenaron a la misma temperatura de 25°C no reporta la humedad relativa

del lugar donde fueron almacenados los huevos.
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3.2.2 Camara de aire del huevo

La cAmara de aire se forma en las horas posteriores a la puesta cuando comienza a disminuir
la temperatura del huevo. Al enfriarse se produce una contraccion de los liquidos en el
interior y como resultado de esta contraccion la membrana interna de la cascara se separa de
la membrana externa y se forma la camara. El incremento posterior de tamafio de la cAmara
es el resultado de la evaporacion de agua del huevo (INEA; Santos, 1995).

La Figura 16 y tabla 12, presentan los valores obtenidos de la cdmara de aire de huevo
recubierto con quitosan a diferentes formulaciones y almacenados a 25 + 2°C y 65% HR

durante su almacenamiento.

Variable
—@— Control
—m— C1

C2
—aA - C3

C4
9]|—€—C5
—v— C6
-—=+-C7
—% - C8

[y
—
!

—
o
I

Altura de la camara de aire (mm)
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Figura 16. Efecto del recubrimiento de quitosan en huevo fresco sobre la cdmara de aire,
respecto al tiempo.
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Tabla 12. Tasa de cambio de la camara de aire.

Tratamiento | Tasa de cambio de la | Tratamiento | Tasa de cambio de la
camara de aire. camara de aire
(mm/Dia) (mm/Dia)
Control 0.2429° Control 0.2429°
Cl 0.1250° C5 0.1643'
C2 0.2393° C6 0.1200°
C3 0.1714° C7 0.0857"
Cc4 0.0981° C8 0.1310'

Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05).

Los resultados obtenidos fueron graficados y se evaluaron a través de un andlisis de varianza
y regresion multiple lineal de donde se obtuvo la tasa de cambio de la cAmara de aire por
dia (ver tabla 12). EIl anélisis mostré que existe diferencia significativa (p< 0.05) entre
cada una de las tasas de los diferentes tratamientos con respecto al control. Esto corrobora
que efectivamente el quitosan actia como barrera a la transferencia de humedad que esta
relacionado con el tamafio de la cAmara de aire, entre menor sea la pérdida del tamafio de la
camara, menor es el valor de pérdida de humedad esto de acuerdo a la norma NMX-FF-079-
SCFI-2004.

Todos los tratamientos con quitosan a excepcion del los grupos C2, C3 y C5 se encuentran dentro de
lo establecido en la norma NOM-159-SSA1-1996, es decir se encuentran por debajo de los 9mm a
los 28 dias, mientras que el grupo control solo alcanza los 12 dias de almacenamiento. Los valores
de C4 y C8 son los que menor tasa de cambio de la camara de aire alcanzan. Al analizar los grupos
C1 (quitosan pH 3, 1 capa), C4 (quitosan-glicerol pH 3, 2 capas) y C8 (quitosan-glicerol pH 5, 2

capas) estadisticamente no se encontrd diferencia significativa entre estos.
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3.2.3 Alturade la clara del huevo

La altura de la clara es un indice de calidad de la albimina de huevo. Se expresa en unidades
Haugh la cual es una expresion que relaciona el peso del huevo y la altura de la clara.
Cuanto maés alto sea el valor Haugh, mejor sera la calidad de la albimina que presenten los
huevos (Navarro, 2000).

Al salir CO; del huevo suceden una serie de cambios entre los que se encuentran la caida de
la altura de la clara y directamente una disminucién del indice Haugh. Para explicar este

adelgazamiento se han formulado las siguientes hipétesis (Santos, 1995):

Hipotesis 1.- Se basa en la responsable de la textura de la clara es la ovomucina. Al elevarse

el pH forma un complejo con la lisozima, ocasionandose el adelgazamiento.

Hipotesis 11.- Esta nos dice que la textura de la clara gruesa es debido al complejo
ovomucina-lisozima, existiendo en equilibrio, que se disocia cuando aumenta el pH. Por otro
lado, también se encuentra que la unién de la ovomucina-lisozima determina la estructura

del gel y el adelgazamiento sucede cuando se quita la ovomucina de la solucion.

Hipdtesis 111.- El adelgazamiento es causado por reacciones reductivas de enlaces disulfuro.
En una mezcla de o y B-ovomucina se ha visto que tiene una elevada proporcién de cistina 'y
solo puede ser solubilizada o despolarizada por reduccion de los enlaces disulfuro. Por otro
lado, la lisozima también tiene alta concentracion de cistina que en vitro estan relacionados

en el natural adelgazamiento de la clara gruesa.

Hipotesis 1V.- Esta hipotesis nos dice que el adelgazamiento es debido a la pérdida de

carbohidratos de la ovomucina.

Los resultados de la altura de la clara de huevo recubierto con quitosan a diferentes
formulaciones y almacenados a 25 + 2°C y 65% HR se muestran en la figura 17, se observa
que durante el periodo de almacenamiento los huevos tratados con quitosén, en general

presentaron valores menores de la altura de la clara, independientemente del dia de la
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evaluacion respecto al grupo control, lo que indica que los recubrimientos con quitosan

actuan efectivamente como barrera a la transferencia de CO, al exterior del huevo.

80

70 -

60 -

50 Variable
—@— Control
—iB— C1

C2
40| —a- c3

c4
—4—C5
—v— C6
-—+-C7
—* - C8

Altura de la albumina (HU)

30

0 7 14 21 28
Tiempo de almacenamiento (Dias)

Figura 17. Efecto del recubrimiento de quitosan en huevo fresco sobre la altura de la clara,
respecto al tiempo.

Tabla 13. Tasa de cambio de la altura de la clara.

Tratamiento | Tasa de cambio de la | Tratamiento | Tasa de cambio de la
altura de la clara altura de la clara

(HU/Dia) (HU/Dia)

Control -1.6175° Control -1.6175°
C1 -1.4214° C5 -1.4263"

C2 -1.437¢ C6 -1.22078

C3 -1.2254° C7 -1.4124"

C4 -1.1431° C8 -1.0134

Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 17 y tabla 13, los valores obtenidos fueron
graficados y se evaluaron a través de un analisis de varianza y regresion multiple lineal de

donde se obtuvo la tasa de cambio de la altura de la clara por dia. El analisis mostré que
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existe diferencia significativa (p< 0.0.05) en cada uno de los tratamientos con respecto al
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control, lo que muestra que efectivamente el quitosan actué como barrera a la transferencia
de CO..

Se puede observar el grupo C8 alcanza un 37.34% menos de cambio de la altura de la clara 'y
un 8.02% menos de disminucion que el grupo C4 todo esto respecto al grupo control, siendo
el que mayor diferencia significativa (p< 0.05) obtuvo, esto debido a que a pH 3 el
recubrimiento es mucho mas hidrosoluble es decir que con la humedad relativa del ambiente
puede verse comprometida la permeabilidad al vapor de agua, en la cubierta, mientras que a
pH 5 el recubrimiento de quitosan se vuelve mas impermeable al agua y a la transferencia de
gases (Miranda, 2000?).

Al comparar los resultados obtenidos en la literatura se observé que se obtienen resultados
afines es decir los resultados de la altura de la clara se encuentran aproximados lo que
corrobora que se elabord la técnica correctamente. Se contrasto el grupo C8 puesto que fue
el que mayor altura de la clara mantuvo de 45.68 HU y el grupo control se obtuvo una altura
de la clara de 25.46 HU con los resultados reportados por Caner y Canzis ya que estos
obtuvieron con el recubrimiento de quitosan una altura de la clara de 55.55 HU y su grupo
control de 37.49 HU todo esto a los 28 dias de almacenamiento con lo que logran disminuir
con el recubrimiento de quitosan solamente en un 50.75% mientras que experimentalmente
se logrd disminuir en un 60.75% la disminucion de la altura de la clara todo esto respecto al
grupo control.

Todos los tratamientos con quitosan se encuentran dentro de lo establecido en la norma NMX-FF-
079-SCFI-2004, es decir se encuentran por arriba de 31 HU a los 28 dias logrando mantenerse en la

misma clasificacion como México 2, mientras que el grupo control solo alcanza aproximadamente

los 23 dias de almacenamiento encontrandose como fuera de clasificacion.
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3.2.4 Indice de yema del huevo

Con el tiempo la yema pierde consistencia y aparece mas achatada con esto se disminuye el
indice de yema con el tiempo. Todo esto se debe a la degradacion de

glico y lipoproteinas, asi como un debilitamiento progresivo de la membrana vitelina y
licuefaccion de la yema causada principalmente por la difusion de agua de la clara (Primo,
1998; Obanu y Mpieri, 1984).

Es preciso aclarar que esta prueba no se basé en ninguna norma ya que estas no la
mencionan, pero al consultar con la literatura la mayoria de los autores la realizan y la
establecen como una prueba de calidad del huevo fresco. Como se puede observar los
resultados de el indice de yema de huevo recubierto con quitosan con diferentes
formulaciones y almacenados a 25 + 2°C y 65% HR durante su almacenamiento, se

muestran en la figura 18.
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0.36 |
©
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Figura 18. Efecto del recubrimiento de quitosan en huevo fresco sobre el indice de yema,
respecto al tiempo.
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Tabla 14. Tasa de cambio del indice de yema.

Tratamiento Tasa de cambio Tratamiento Tasa de cambio
(indice de yema/dia) (indice de yema/dia)
Control -0.0067° Control -0.0067°
C1 -0.0065% C5 -0.007°
C2 -0.0053° C6 -0.0052°
C3 -0.0056" C7 -0.0065%
C4 -0.005° C8 -0.0048'

Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05).

Los resultados obtenidos se evaluaron a través de un andlisis de varianza y regresion
multiple lineal de donde se obtuvo la tasa de cambio del indice de yema por dia (ver tabla
14) EIl anélisis mostrd que existe diferencia significativa (p< 0.05) entre cada una de las
tasas de pérdida de peso de los diferentes tratamientos con respecto al control, a excepcion
de los tratamientos C1, C5y C7.

Como se observa el grupo control tuvo una disminucién del indice de yema menor al 0.23 a
los 28 dias de almacenamiento con una tasa de cambio del indice de yema 0.0067 por dia de
almacenamiento, mientras que los tratamientos que alcanzan una mayor indice de yema son
los grupos C4 (quitosan-glicerol pH 3, 2 capas) y C8 (quitosan-glicerol pH 5, 2 capas) y al
analizarlos estadisticamente no se encontrd diferencia significativa entre estos, ademas de
que este ultimo tratamiento obtiene una menor tasa de cambio del indice de yema, lo que
indica que con este recubrimiento se puede preservar mejor la calidad de la yema.

Los resultados obtenidos se compararon con los resultados reportados por la literatura
obtenidos por Caner y Canzis, se observo que se obtienen resultados afines es decir se
encuentran aproximados lo que corrobora que se elaboré la técnica correctamente ademas

que seguln estos autores presentan inicialmente la misma calidad.
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3.3 Determinacion de los parametros fisicoquimicos del huevo

3.3.1 pH del huevo

El mayor cambio de pH del huevo se da en la clara. EI pH de la clara es dependiente del
equilibrio entre el COz, el ion bicarbonato, del ion carbonato y las proteinas. La pérdida de

CO; hace que el pH de la clara sufra un incremento (Santos, 1995).

La figura 19 muestra los cambios sufridos de pH de huevo recubierto con quitosan con

diferentes formulaciones y almacenados a 25 + 2°C y 65% HR.

8.0 A
7.8
T 7.64
Q Variable
—@— Control
—B— C1
7.4 1 c2
—A - C3
Cc4
7.2 —4—C5
—wv— C6
-—+-C7
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7.0 T T T T T
0 7 14 21 28

Tiempo de almacenamiento (Dias)

Figura 19. Efecto del recubrimiento a diferentes formulaciones de quitosan en huevo fresco
sobre el pH, respecto al tiempo.

Se observa que durante el periodo de almacenamiento los huevos tratados con quitosan, en
general presentaron valores menores de pH, independientemente del dia de la evaluacién lo

que corrobora que efectivamente el quitosan actio como barrera a la transferencia de CO,.
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A los resultados obtenidos se les realizo un analisis estadistico que consistio en un analisis

de varianza y regresion multiple lineal de donde se obtuvo la tasa de cambio del pH por dia

(ver tabla 15). El analisis mostro que existe diferencia significativa (p< 0.05) en cada uno de

los tratamientos.

Tabla 15. Tasa de cambio de pH.

Tratamiento | Tasa de cambio del | Tratamiento | Tasa de cambio del
(pH/dia) (pH/dia)
Control 0.0326* Control 0.0326°
C1 0.0312° C5 0.0313"
C2 0.0249° C6 0.0253¢
C3 0.0289" C7 0.0303"
C4 0.0275° C8 0.0198'

Letras diferentes indican diferencia significativa (p > 0.05).

Como se observa el grupo control alcanzaron un pH de 8.1 a los 28 dias de almacenamiento

con una tasa de cambio de 0.0326 del pH por dia de almacenamiento, mientras que el

tratamiento que alcanzan un menor cambio de pH es el grupo C8 (quitosan-glicerol pH 5, 2

capas) lo que mostrd que el quitosan a pH mayor resulto méas impermeable no solo para la

transferencia de humedad si no también a la transferencia de gases en este caso CO,.
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3.4 Caracterizacion microbioldgica del huevo

Para llevar a cabo la caracterizacion se realiz6 un analisis microbiologico una vez que se
recibieron en el laboratorio de Biotecnologia de la Unidad de Posgrado de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitldn. Los microorganismos que fueron evaluados son los
siguientes: Salmonella enteritidis, Mesdfilos aerobios, Coliformes totales y Staphylococcus

aureus. En la tabla 16, se muestra los resultados que se obtuvieron en el analisis.

Tabla 16. Determinacion de la presencia de microorganismos durante la recepcién del
huevo fresco.

Microorganismo Promedio (UFC/g)
Salmonella enteritidis Ausencia
Mesofilos aerobios 3.60 X 10*
Coliformes totales Ausencia
Staphylococcus aureus Presencia

3.4.1 Evaluacion del efecto de un recubrimiento a base de quitosan en diferentes
formulaciones sobre las propiedades microbioldgicas de huevo fresco almacenado a
25+2°C.

Los huevos poseen un sistema defensivo que obstaculiza su contaminacién interna, el huevo
de gallina sana, en el momento de la puesta es normalmente estéril y su estructura y
composicién ofrecen una proteccion eficaz frente a las contaminaciones microbianas. Sin
embargo, la yema por su composicién y otras propiedades constituye un excelente medio de
cultivo para los microorganismos, ya que es fuente rica de nutrientes, no contiene agentes
inhibidores, por lo que si se contamina los microorganismos crecen muy rapidamente. La
contaminacion del huevo se produce habitualmente después de la puesta, cuando los
microorganismos presentes en la superficie externa de la cascara intentan vencer la barreras
defensivas naturales del huevo para penetrar en su interior y si lo logran se producen
fenomenos de alteracion como putrefaccion (verde, rojo, negro, heno, caseificados),
descomposicion de las proteinas y grasas, produccion de cetonas por la oxidacion de acidos
grasos; entre los microorganismos que se encuentran mas frecuentes en los huevos son:
Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Escherichia coli, Serratia y mohos. También puede

ocurrir que el huevo se contamine en el ovario u oviducto durante su formacion, esto ocurre
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principalmente con microorganismos patdgenos como Salmonella (Pascual y Calderdn,
2000; Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos, 2003)

Se realizo la determinacion de la presencia de Salmonella enteritidis, conteo de Mesofilos
aerobios, Coliformes totales y de Staphylococcus aureus en el huevo sometidos a diferentes
tratamientos, debido a que uno de los objetivos fue determinar el efecto de un recubrimiento
a base de quitosan en diferentes formulaciones sobre la inhibicion de microorganismos que
establece la NOM-159-SSA1-1996 en huevos almacenados a 25+2°C durante su vida Util,

con la ventaja de consumir huevo indcuo y fresco durante un lapso de tiempo mas amplio.

3.4.2 Salmonella enteritidis

Para la determinacién de la presencia de Salmonella enteritidis los huevos frescos sin
recubrimiento al inicio del almacenamiento, se reportd ausencia de este microorganismo.
Posteriormente se recubrieron conforme a las diferentes formulaciones (quitosan, quitosan-
glicerol), pH y numero de capas, donde se observd que durante los 28 dias de
almacenamiento no hubo crecimiento para la muestra control y para los diferentes

tratamientos (ver tabla 17).

Tabla 17. Resultados obtenidos a los 28 dias de almacenamiento de huevo a temperatura de
25+2°C (segln prueba bioquimica realizada).

Tratamientos Salmonella enteritidis
Control (sin recubrimiento) Ausencia
C1 (quitosan, pH 3, 1 capa) Ausencia
C2 (quitosan, pH 3, 2 capas) Ausencia
C3 (quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa) Ausencia
C4 (quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas) Ausencia
C5 (quitosan, pH 5, 1 capa) Ausencia
C6 (quitosan, pH 5, 2 capas) Ausencia
C7 (quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa) Ausencia
C8 (quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas) Ausencia

Es preciso mencionar, que aungue los resultados fueron negativos en cuanto a la presencia
de Salmonella enteritidis, sin embargo, es recomendable efectuar un pre-enriquecimiento
dado que este permite restaurar las células de Salmonella a una condicidn fisioldgica estable

en un medio de enriquecimiento no selectivo, asi como también un enriquecimiento
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selectivo, con el propdsito de incrementar las poblaciones de Salmonella e inhibir otros
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microorganismos en la muestra (Boscan y cols., 2005).

La Salmonella es un bacilo gram (-), no esporulado, anaerobio facultativo, existen diferentes
especies como: S. typhi, S. typhimurium, S. enteritidis, por mencionar algunas. El habitat
principal de la Salmonella es el tracto intestinal de los animales y personas, también se
pueden encontrar en el agua de modo especial en el agua contaminada, cualquier tipo de
alimento o bebida puede convertirse en el vehiculo para la transmision de esta enfermedad,
la Salmonella puede estar presente en cualquier tipo de alimentos como productos cérnicos,
lacteos, huevo, productos del mar e incluso frutas y hortalizas, predomina en aves y carne
cruda ya que su habitat natural lo constituyen la ganaderia y las aves (Doyle y cols., 2001).

Los huevos se contaminan de dos maneras principales:

1. Por infeccion transovarica: El problema proviene de la transmision a través del
oviducto del agente infeccioso al interior del huevo antes de la deposicion de la
cascara y la presencia de determinadas especies bacterianas puede ser indicadora de
un ave infectada (Doyle y cols., 2001).

2. Por infeccion a través de la cascara: Supone la contaminacion inicial de la
superficie del huevo, seguida de la penetracion del microorganismo en el albumen o
en algunos casos directamente en la yema, la superficie del huevo recién formado se
contamina con una diversidad de microorganismos entéricos por causa del tracto
intestinal, urinario y reproductor del ave porque comparten un orificio comdn,
también se contamina por microorganismos del ambiente en el que es puesto
(ICMSF, 2001).
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3.4.3 Mesofilos aerobios

Asi mismo, también se determind la presencia de Mesdfilos aerobios, al inicio del
almacenamiento de huevo fresco sin recubrir, presenté una cuenta de 3.6X10* UFC/g. En el
transcurso del almacenamiento se registré que en los diferentes tratamientos (quitosan,
quitosan-glicerol, pH y nimero de capas) incluyendo el grupo control mostro un incremento

en el crecimiento de estos microorganismos como se observa en la figura 20.

Prueba para Mesofilos aerobios en medio de cultivo agar estandar
45000
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Figura 20. Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de quitosan y quitosan-
glicerol con diferentes pH's 3y 5, con 1 y 2 capas, almacenadas a temperatura de 25+2°C,
sobre Mesofilos aerobios.

Sin embargo, se observa que en los tratamientos a base quitosan pH 3 con una capa (C1),
quitosan-glicerol pH 3 con dos capas (C4) y quitosan-glicerol pH 5 con dos capas (C8)
mostraron un menor crecimiento con respecto al control durante el almacenamiento; cabe
mencionar, que el tratamiento a base de quitosan pH 3 con una capa (C1) mantuvo su carga
microbiana desde el inicio hasta el final del almacenamiento, siendo este tratamiento el que
mejor resultados presento.

En la tabla 18, se muestran los valores de crecimiento de Mesofilos aerobios en medio de
cultivo agar estandar, para observar mas detalladamente el comportamiento que tuvieron las

diferentes formulaciones sobre los microorganismos que se desarrollaron en este medio.
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Tabla 18. Numero de colonias de Mesdfilos aerobios en UFC/g en medio de cultivo agar
estandar, durante el almacenamiento de huevo a temperatura de 25+2°C.

Tratamientos Tiempo de almacenamiento (dias)
0 7 14 21 28
Control (sin recubrimiento) 36000 | 37500 | 39000 | 39000 39000
C1 (quitosan, pH 3, 1 capa) 36000 | 36000 | 36200 | 37200 37200
C2 (quitosan, pH 3, 2 capas) 36000 | 36000 | 36100 | 39433 39433

C3 (quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa) | 36000 | 36100 | 39600 | 39600 39600

C4 (quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas) | 36000 | 36000 | 38300 | 38300 | 38300

C5 (quitosan, pH 5, 1 capa) 36000 | 36150 | 39150 | 45150 45150

C6 (quitosan, pH 5, 2 capas) 36000 | 36600 | 37933 | 40933 | 45765

C7 (quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa) | 36000 | 36100 | 39100 | 45100 45100

C8 (quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas) | 36000 | 36000 | 36000 | 36000 36000

Nota: Las filas sombreadas corresponden a los tratamientos que presentaron mejores resultados.

Baséandose en el andlisis estadistico, se obtuvo que los tratamientos a base de quitosan pH 3
con una capa (C1) y quitosan-glicerol pH 5 con dos capas (C8) tuvieron diferencia
significativa (p<0.05) con respecto a la muestra control (ver anexos), por lo tanto, estos
valores muestran que existe un efecto importante en la inhibicién de Mesofilos aerobios.

Ademas también se puede observar en la tabla 18, todos los tratamientos desde el inicio
hasta el final del almacenamiento presentaron nimero de colonias dentro de los rangos
especificados segtn la NOM-159-SSA1-1996, que establece como limite maximo 1X10°
UFC/g. No obstante, los tratamientos que se recomiendan son Cl y C8, porque no
permitieron que los microorganismos en estudio se multiplicaran demasiado y se pueden
utilizar para reducir la carga microbiana en huevo o en caso de no tener microflora inicial

mantener indcuo al huevo.

Los Mesofilos aerobios se multiplican a temperaturas entre 30-37°C, se consideran
generalmente como microorganismos indicadores. La presencia de un numero elevado de
bacterias aerobias mesofilas significa que puede haberse dado condiciones favorables a la
multiplicacidén de microorganismos patdgenos para el ser humano y animales, el recuento de
estas bacterias es el mas comunmente utilizado para indicar si el manejo sanitario del
producto ha sido el adecuado (ICMSF, 2000). Los principales generos y especies de
bacterias, en general, se incluyen dentro de los Mesofilos, tanto especias saprofitas como

patdgenas para el hombre y los animales (Bourgeois y cols., 1994).
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3.4.4 Coliformes totales

Los resultados que se obtuvieron con relacién a la presencia de Coliformes totales al inicio
del almacenamiento de huevo fresco sin recubrimiento, se registrd ausencia de estos
microorganismos. Posteriormente, los huevos recubiertos a base de quitosan pH 3 con una
capa (C1), quitosan pH 3 dos capas (C2), quitosan-glicerol pH 3 con dos capas (C4),
quitosan pH 5 con una capa (C5) y quitosan-glicerol pH 5 con dos capas (C8) no
manifestaron crecimiento de Coliformes totales durante todo el tiempo de almacenamiento
(ver fig. 22), mientras que los tratamientos con quitosan-glicerol pH 3 con una capa (C3),
quitosan pH 5 con dos capas (C6) y quitosan-glicerol pH 5 con una capa (C7), mostraron a
los 7 dias de almacenamiento un crecimiento de 1 X 10> UFC/g. Es importante mencionar,
que los tratamientos C1, C2, C4, C5 y C8, desde el inicio hasta el final del almacenamiento
presentaron una cuenta de microorganismos menor al limite méximo (5X10' UFC/g) de
acuerdo a la NOM-159-SSA1-1996 (ver tabla 20).

Prueba para Coliformes totales en medio de cultivo agar rojo-violeta
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Figura 21. Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de quitosan y quitosan-
glicerol con diferentes pH’s 3 y 5, con 1 y 2 capas, almacenadas a temperatura de 25+2°C,
sobre Coliformes totales.
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Tabla 19. Numero de colonias de Coliformes totales en UFC/g en medio de cultivo agar
rojo-violeta, durante el almacenamiento de huevo a temperatura de 25+2°C.

Tratamientos Tiempo de almacenamiento (dias)

0 7 14 21 28
Control (sin recubrimiento) 0 300 450 500 600
C1 (quitosan, pH 3, 1 capa) 0 0 0 0 0
C2 (quitosan, pH 3, 2 capas) 0 0 0 0 0
C3 (quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa) 0 100 100 100 100
C4 (quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas) 0 0 0 0 0
C5 (quitosan, pH 5, 1 capa) 0 0 0 0 0
C6 (quitosan, pH 5, 2 capas) 0 100 100 100 100
C7 (quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa) 0 100 100 100 100
C8 (quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas) 0 0 0 0 0

Nota: Las filas sombreadas corresponden a los tratamientos que presentaron mejores resultados.

Mediante un andlisis estadistico los tratamientos C1, C2, C4, C5 y C8 presentaron diferencia
significativa (p<0.05) con respecto a la muestra control (ver anexos), por lo tanto, estos
mostraron un mejor efecto antimicrobiano contra Coliformes totales sobre huevo
almacenado.

Las bacterias del grupo coliforme se definen como bacilos, gram (-), anaerobios facultativos,
no esporulados, incluye los géneros: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter,
varios de ellos pueden vivir e incluso crecer en el suelo, agua y otros ambientes. Los
coliformes totales fermentan la lactosa con produccion de acido y gas en 24-48 horas a 36
°C, mientras que los coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes totales que crecen
con lactosa y la fermentan a 44.5°C produciendo acido y gas en las primeras 48 horas de
incubacion, son termotolerantes e incluyen cepas de los géneros Escherichia y Klebsiella de
los que se conoce que estan relacionados con contaminacion fecal procedentes de animales
de sangre caliente (ICMSF, 1998; Garcia y cols., 2006). El grupo de los microorganismos
coliformes es el mas ampliamente utilizado en la microbiologia de los alimentos como
indicador de précticas higiénicas inadecuadas, el uso de los coliformes como indicador
sanitario puede aplicarse para: la deteccion de préacticas sanitarias deficientes en el manejo y
en la fabricacion de los alimentos, para la evaluacion de la calidad microbioldgica de un
producto aungque su presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario, para la
evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del equipo, para determinar la
calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en las diferentes &reas del procesamiento de
alimentos (NOM-113-SSA1-1994).
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3.4.5 Staphylococcus aureus

En cuanto a la determinacion de la presencia de Staphylococcus aureus al inicio del
almacenamiento de huevo fresco sin recubrimiento, se report6 ausencia del mismo. Durante
el lapso de almacenamiento se observd que el grupo control tuvo crecimiento de
microorganismos, mientras que los tratamientos a base de quitosan pH 3 con dos capas (C2),
quitosan-glicerol pH 3 con una capa (C3), quitosan-glicerol pH 3 con dos capas (C4) y
quitosan-glicerol pH 5 con dos capas (C8) presentaron crecimiento microbiano, pero en
menor proporcion comparado con el control (ver fig. 22). Las colonias que se presentaron en
medio de cultivo BHI se le realizaron pruebas bioquimicas con la finalidad de identificar si
en efecto se trataba del microorganismo en estudio.

Los microorganismos que fueron identificados son: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Bacillus cereus, los dos Ultimos microorganismos se presentaron casi al final

de la experimentacion.

Prueba para Staphylococcus aureus en medio de cultivo BHI

100000 A
80000 Variable
—@— Control
—- C1
C2
., 60000+ L
=~ c4
§ —4—C5
40000 - —¥ C6
-4-c7
—< - C8
20000 -
04

tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 22. Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de quitosan y quitosan-
glicerol con diferentes pH’s 3 y 5, con 1 y 2 capas, almacenadas a temperatura de 25+2°C,
en la prueba para Staphylococcus aureus en medio BHI.
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En la tabla 20, se muestran los valores de crecimiento en medio de cultivo BHI, para

observar mas detalladamente el comportamiento que tuvieron las diferentes formulaciones

sobre los microorganismos que se desarrollaron en este medio.

Tabla 20. Crecimiento en UFC/g en medio de cultivo agar BHI, durante el almacenamiento

de huevo a temperatura de 25+2°C.

Tratamientos Tiempo de almacenamiento (dias)
0 7 14 21 28
Control (sin recubrimiento) 0 400 31666 | 51666 51666
C1 (quitosan, pH 3, 1 capa) 0 100 42000 | 60000 65700
C2 (quitosan, pH 3, 2 capas) 0 200 11400 | 11400 15400
C3 (quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa) 0 585 37800 | 37800 37800
C4 (quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas) 0 800 3000 3000 3000
C5 (quitosan, pH 5, 1 capa) 0 900 47500 | 70000 75000
C6 (quitosan, pH 5, 2 capas) 0 1300 60000 | 70000 85000
C7 (quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa) 0 600 66500 | 70000 | 100000
C8 (quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas) 0 300 700 700 700

Nota: Las filas sombreadas corresponden a los tratamientos que presentaron mejores resultados.

Segln la NOM-159-SSA1-1996 establece que el huevo fresco debe tener un conteo menor a
100 UFC/g de Staphylococcus aureus, por lo que en la tabla 20 se puede observar que todos
los tratamientos a los 28 dias de almacenamiento incluyendo el grupo control no estan
dentro del limite maximo sefialado por la norma.

De acuerdo con los datos arrojados por el andlisis de varianza de un solo factor realizado,
muestra diferencia significativa (p<0.05) solo para el tratamiento a base de quitosan-glicerol
pH 5 con dos capas (C8) con respecto a la muestra control (ver anexos), por lo tanto, esto
nos sugiere que este tratamiento en particular proporciond un efecto inhibidor contra

Staphylococcus aureus.

El género Staphylococcus es gram (+), comprende principalmente tres especies, S. aureus, S.
epidermidis y S. saprophyticus, se considera entre las mas importantes para la microbiologia
de los alimentos; es un microorganismo patégeno presente en la piel, fosas nasales y
garganta de personas y animales, ademas casi toda la poblacion humana es portadora del
microorganismo, por ello, la diseminacion de S. aureus de unas personas a otras y de las
personas a los alimentos se puede producir por contacto directo (por medio de utensilios que
se usan en la elaboracion de los alimentos tales como picadoras de carne, cuchillos, hojas de

sierra, etc.), indirectamente por medio de fragmentos de piel y por medio del tracto

Ingenieria en Alimentos Pagina 78



)

respiratorio. La presencia de un gran numero S. aureus en un alimento se interpreta como

CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION ‘

indicativo de que las practicas de limpieza y desinfeccion o el control de temperatura no han
sido en algun lugar adecuados (ICMSF, 2000). La bacteria Bacillus cereus es gram (+), en
forma de baston (bacilo), formadora de esporas, es anaerobio facultativo. Se encuentra
corrientemente en el suelo (tierra, polvo) y agua, puede encontrarse en una gran variedad de

alimentos vegetales y carnes (Bourgeois, 1994).

En base a lo anterior, el huevo pudo haberse contaminado por Bacillus cereus debido a un
posterior lavado con agua sucia o a la falta de limpieza en los lugares de la puesta, incluso
por la manera en que son manipulados después de obtenidos. En cuanto a la contaminacion
de Staphylococcus aureus y epidermidis pudo haberse dado porque el manipulador estaba
enfermo de las vias respiratorias o de la piel y por contacto directo con el huevo contamind
el alimento, debido a una incorrecta manipulacion post-oviposicion, limpieza y desinfeccion
de los ponederos.

Por otro lado, si observa a detalle que para cada microorganismo evaluado, en particular
solo el tratamiento C8 (quitosan-glicerol, pH 5, con dos capas) presentd el menor
crecimiento microbiano frente al control y demas tratamientos; por lo tanto, nos muestra que
este tratamiento influye de manera representativa como barrera a la contaminacion, porgue a
pH 5, las cargas positivas del grupo amino de la estructura del quitosan estan reducidas,
debido a que las demaés cargas positivas fueron neutralizadas por el grupo "OH del hidroxido
de sodio utilizado al momento de ajustar el pH de la solucion de quitosan, provocando que el
recubrimiento sea méas hidrofobico y evitando asi la penetracion de vapor de agua u oxigeno
al interior del huevo, por consiguiente, al no existir las condiciones adecuadas de oxigeno

por ende se detiene la proliferacion de microorganismos aerobios.

Algunos investigadores, han estudiado el efecto antimicrobiano de quitosan en combinacion
con glicerol, variando concentracion de la solucion de quitosan, peso molecular, grado de
desacetilacion por mencionar algunos, sobre las propiedades fisicas, fisicoquimicas y
microbiologicas del huevo durante determinado tiempo de almacenamiento, resultando
diferentes efectos favorables para alargar la vida de anaquel del alimento. Por lo anterior, es
importante resaltar que en el presente trabajo, se utilizaron diferentes variables en
comparacion con otros investigadores, para el recubrimiento a base de quitosan sobre las

propiedades fisicas, fisicoquimicas y microbioldgicas del huevo, entre las cuales serian pH,
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numero de capas, quitosan en combinacion con glicerol, ademas del uso de quitosan con

peso molecular intermedio (135 kDa) con un gado de desacetilacion del 90%, aunque estas

dos ultimas no se variaron, si tuvieron una importante efecto en las determinaciones antes
mencionadas.
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Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir lo siguiente:

> La aplicacién del recubrimiento comestible a base de quitosan-glicerol permitio el
desarrollo de un método efectivo de conservacion para el huevo como agente

antimicrobiano y recubrimiento comestible.

> La seleccion de la concentracion de quitosan (1%) asi como el &cido organico (&cido

lactico) para su disolucion fueron los adecuados.

> Se llevaron a cabo 8 tratamientos diferentes para el recubrimiento del huevo, las
cuales fueron la variacion de la adicion de glicerol, el pH de la solucién de quitosan

y el nimero de capas para el recubrimiento del huevo y el tratamiento.

> El quitosan actué positivamente como barrera a la transferencia de humedad, CO, y a

la contaminacion de microorganismos.

> La adicion de glicerol al ser utilizado a una concentracién baja, no se observo su
efecto frente a la permeabilidad, Unicamente actlo favoreciendo la adherencia del
quitosan sobre el huevo.

» La aplicacion de la doble capa funcion6 mejorando su propiedad de barrera, debido a
que se forman dos capas disminuyendo la transferencia de gases al exterior y a la

contaminacioén microbiana.

» El tratamiento C8 (quitosan-glicerol, pH 5, con dos capas) aplicados en huevos
frescos, almacenados a temperatura de 25C con 65% de HR, present0 las menores
pérdidas tanto de humedad como de dioxido de carbono.

Ingenieria en Alimentos Pagina 81



b
CONCLUSIONES "

» Todos los tratamientos con quitosan en cdmara de aire a excepcion del los grupos C2,
C3 y C5 se encuentran dentro de lo establecido en la norma NOM-159-SSA1-1996,
es decir se encuentran por debajo de los 9mm a los 28 dias, mientras que el grupo

control solo alcanza los 12 dias de almacenamiento.

> En cuanto a altura de la clara todos los tratamientos con quitosan se encuentran
dentro de lo establecido en la norma NMX-FF-079-SCFI-2004, es decir se
encuentran por arriba de 31 HU a los 28 dias logrando mantenerse en la misma
clasificacion como Meéxico 2, mientras que el grupo control solo alcanza
aproximadamente los 23 dias de almacenamiento encontrandose como fuera de

clasificacion.

» De acuerdo a la NOM-159-SSA1-1996 en cuanto al pH inicial de los huevos estaban
fuera de esta norma ya que fue mayor al inicial, mas sin embargo de acuerdo a los
resultados obtenidos de la camara de aire todos los huevos tratados con quitosan
entraban de acuerdo a esta a excepcién del tratamiento C2 y el control estos Gltimos
desde el dia 13 de almacenamiento obtuvieron un altura de la camara de aire mayor a

la establecida en esta norma.

» La actividad antimicrobiana del tratamiento C8 (quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas)
presentd un efecto significativo en la inhibicion de Salmonella enteritidis, Mesofilos

aerobios, Coliformes totales y Staphylococcus aureus.

» Los tratamientos con pH 3 como C1, C2, C3 y C5 solo manifestaron un efecto
inhibidor para algunos microorganismos, resultando no eficientes como

recubrimientos antimicrobianos.

» EIl mejor efecto inhibidor fue dado por el tratamiento C8 sobre los Coliformes
totales y Salmonella enteritidis con ausencia de carga microbiana durante todo el

almacenamiento.
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> En el caso de Mesofilos aerobios y Staphylococcus aureus el tratamiento C8 a pesar
de estar contaminados los huevos inicialmente, mantuvo estable la carga microbiana

durante todo el tiempo de almacenamiento.
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ANALISIS ESTADISTICO (ANOVA)

Tabla 1. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con
el grupo control correspondientes a la prueba de Pérdida de peso.

Tratamiento Fcalculada Ftabulada Diferencia

significativa
(C1) Quitosan, pH 3.3, 1 capa 31233735 12.22 Si
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 6334537 5 12.22 Si
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 2550624 12.22 Si
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 70178535 12.22 Si
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 4995937 5 12.22 Si
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 51615375 12.22 Si
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 4173336 12.22 Si
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 5645400 12.22 Si

Si Fcal>Ftab hay diferencia significativa (p<0.05).

Tabla 2. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con
el grupo control correspondientes a la prueba de Camara de aire.

Tratamiento Fcalculada Ftabulada Diferencia
significativa
(C1) Quitoséan, pH 3.3, 1 capa 41288.3465 12.22 Si
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 1944 12.22 Si
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 7668375 12.22 Si
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 3145056 12.22 Si
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 9290535 12.22 Si
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 448645842 12.22 Si
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 3706776 12.22 Si
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 37192.901 12.22 Si

Si Fcal>Ftab hay diferencia significativa (p<0.05).




Tabla 3. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con

el grupo control correspondientes a la prueba de Altura de la clara.

ANEXOS

Tratamiento Fcalculada | Ftabulada Diferencia

significativa
(C1) Quitosan, pH 3.3, 1 capa 57682815 12.22 Si
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 96773.0198 12.22 Si
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 230613615 12.22 Si
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 33758304 12.22 Si
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 54778815 12.22 Si
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 23617536 12.22 Si
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 63099015 12.22 Si
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 54740521 5 12.22 Si

Si Fcal>Ftab hay diferencia significativa (p<0.05).

Tabla 4. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con

el grupo control correspondientes a la prueba de indice de yema.

Tratamiento Fcalculada Ftabulada Diferencia

significativa
(C1) Quitosan, pH 3.3, 1 capa 5 12.22 No
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 420.95 12.22 Si
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 1815 12.22 Si
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 4335 12.22 Si
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 135 12.22 Si
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 3375 12.22 Si
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 5 12.22 No
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 5415 12.22 Si

Si Fcal>Ftab hay diferencia significativa (p>0.05).
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Tabla 5. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con
el grupo control correspondientes a la prueba de pH.

Tratamiento Fcalculada Ftabulada Diferencia

significativa
(C1) Quitosan, pH 3.3, 1 capa 294 12.22 Si
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 88935 12.22 Si
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 2053.5 12.22 Si
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 39015 12.22 Si
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 9535 12.22 Si
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 79935 12.22 Si
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 7935 12.22 Si
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 24576 12.22 Si

Si Fcal>Ftab hay diferencia significativa (p>0.05).

Tabla 6. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con

el grupo control correspondientes a la prueba de Mesofilos aerobios.

Tratamientos P Diferencia significativa
(C1) Quitosan, pH 3.3, 1 capa 0.044 Si
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 0.985 No
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 0.942 No
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 0.407 No
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 0.329 No
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 0.497 No
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 0.336 No
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 0.008 Si

Si hay diferencia significativa (p>0.05).
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Tabla 7. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con
el grupo control correspondientes a la prueba de Coliformes totales.

Tratamientos p Diferencia significativa
(C1) Quitosan, pH 3.3, 1 capa 0.008 Si
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 0.008 Si
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 0.026 Si
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 0.008 Si
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 0.008 Si
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 0.026 Si
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 0.026 Si
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 0.008 Si

Si hay diferencia significativa (p>0.05).

Tabla 8. Valores de diferencia significativa de cada uno de los tratamientos comparados con
el grupo control correspondientes a la prueba de Staphylococcus aureus.

Tratamientos p Diferencia significativa
(C1) Quitoséan, pH 3.3, 1 capa 0.731 No
(C2) Quitosan, pH 3.3, 2 capas 0.144 No
(C3) Quitosan-glicerol, pH 3, 1 capa 0.066 No
(C4) Quitosan-glicerol, pH 3, 2 capas 0.062 No
(C5) Quitosan, pH 5, 1 capa 0.582 No
(C6) Quitosan, pH 5, 2 capas 0.476 No
(C7) Quitosan-glicerol, pH 5, 1 capa 0.408 No
(C8) Quitosan-glicerol, pH 5, 2 capas 0.050 Si

Si hay diferencia significativa (p>0.05).
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