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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un envase activo antimicrobiano con aceite
de romero que contribuird a disminuir el crecimiento de la bacteria Escherichia coli
y a su vez contribuir a mantener las propiedades del producto fresco por mas
tiempo, en este proyecto se trabajé con lomo de cerdo. Para determinar la
efectividad del envase se midié concentracién de oxigeno y produccion de dioxido
de carbono en el espacio de cabeza del envase, liquido drenado, pérdida de peso,
color, dureza, firmeza, capacidad de retenciébn de agua, pH, acidez y pruebas
microbioldgicas (coliformes totales) del lomo de cerdo. Los tratamientos analizados
fueron: control, 2 mL de aceite de romero en nanocapsulas - vacio a 260 mbar,
1.8x10% UFC/mL - vacio a 260 mbar, 2 mL de aceite de romero en nanocapsulas —
1.8x10% UFC/mL y 1 mL de aceite de romero en nanocapsulas — 0.9x10% UFC/mL —
510 mbar. Se demostré que el recubrimiento con aceite de romero contribuye a
disminuir el crecimiento microbiano de E. coli en el lomo de cerdo envasado a vacio
y a mantener por mas tiempo las caracteristicas fisicoquimicas y texturales del

producto, en comparacién con las muestras control y aquellas sin vacio.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas la comercializacion de carne de cerdo ha ido en aumento,
siendo actualmente la carne roja la de mayor consumo mundial, debido a que resulta
una fuente de proteinas y nutrientes de precio accesible para la poblacién. En los
altimos afios, México ha aumentado su produccién para satisfacer la demanda
nacional y se ha posicionado como uno de los primeros diez productores de carne
de cerdo a nivel mundial (FIRA, 2017), también se ha abierto las puertas en el
mercado internacional, siendo Estados Unidos de América y China a quienes ha

exportado mayormente en los Ultimos dos afos.

El envasado de carne fresca se lleva a cabo para evitar la contaminacion, retrasar
el deterioro, permitir actividad enzimatica que mejore la textura, reduzca la pérdida
de peso y conservacion de color, dado que es el principal factor de calidad para el
cliente (Brody, 1997). Debido a la creciente demanda en las regulaciones de higiene
y seguridad asociadas con productos carnicos frescos y procesados aunado a las
demandas de productores sobre extensiones rentables de vida atil del producto
ademas de cumplir con las expectativas del consumidor en relacién a la
conveniencia y calidad del producto, la industria del envasado de alimentos ha
desarrollado rapidamente la tecnologia para cubrir estas demandas (Kerry et al.,
2006).

Con el propésito de preservar la carne fresca y ademas aumentar su vida de
anaquel debe cumplir con ciertas caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas
ya establecidas por estandares de calidad; y muy importante, retrasar la aparicion

de deterioro microbiano.



Por mucho tiempo el envasado a vacio de la carne habia sido por excelencia el
método de envasado mas empleado, debido a que provee de un ambiente
anaerobico al producto y retarda reacciones de oxidacién desfavorables para la vida
de anaquel del producto (Sahoo & Kumar, 2005), sin embargo, en las ultimas
décadas ha habido un incremento en la demanda de productos de mayor calidad,
inocuos y que perduren mas garantizando la calidad de este durante el

almacenamiento refrigerado.

En la carne, la contaminacién microbiana ocurre por lo general en la superficie de
la misma, la mayoria de las veces por un mal manejo durante el proceso de
obtencién y manipulacion; el envasado antimicrobiano surge como una alternativa
prometedora para este tipo de productos, con el objetivo de mejorar la seguridad
del alimento y retrasar el deterioro por presencia de microorganismos (Quintavalla
& Vicini, 2002).

El uso de peliculas que contengan agentes antimicrobianos es mas eficiente sobre
envases, ya que sugiere la posibilidad de ser una defensa contra los
microorganismos contaminadores, permitiendo la liberacién prolongada del agente

por un periodo determinado, aumentando el tiempo de proteccién hacia el producto.

Para extender el periodo de conservacion en refrigeracion de la carne fresca se han
utilizado diversos aditivos sintéticos, sin embargo, en los ultimos afios las
tendencias de consumo van hacia productos mas naturales, aceptando los aditivos
de origen natural, los cuales deberan mejorar y/o preservar la calidad de la carne

sin dejar residuos o causar algun impacto al medio ambiente (Simitzis et al., 2008).

Los aceites esenciales son compuestos aromaticos volatiles obtenidos de plantas,
flores, raices, cortezas, etc., que han surgido como una excelente alternativa, dadas
sus propiedades antimicrobianas (Jayasena et al., 2013). Skandamis et al. (2012)
han reportado que los aceites esenciales de orégano, clavo, romero, timo y salvia
tienen una alta actividad inhibitoria contra bacterias gram positivas (Marino et al.,
2001).



El aceite esencial de romero adn sigue en estudio en aplicaciones para la industria

de los alimentos como agente antimicrobiano.

Bozin et al., (2007) encontraron que el aceite esencial de romero presenta una
importante actividad antibacteriana contra cepas de E. coli, S. typhi, S. enteritidis y
S. sonnei, ademas de poseer una notable actividad antifiUngica contra Candida

albicans, Trichophyton tonsurans y Trychophyton rubrum.

Sirocchi et al. (2013) investigaron el efecto del aceite esencial de romero en la carne
de aves de corral contra la proliferacion de bacterias responsables de la formacion
de aminas biogénicas, y el efecto del mismo aceite en extensiéon de la vida util de la

carne, asi como la preservacion de sus nutrientes.

Actualmente el aceite de romero se emplea en la industria farmacéutica y
lentamente va ganando espacio en la industria de los alimentos como

antimicrobiano.



CAPITULO I: ANTECEDENTES

1.1Generalidades de la carne de cerdo

1.1.1. Definicion

La carne se define como la estructura compuesta por fibra muscular estriada,
acompafiada o no de tejido conjuntivo elastico, grasa, fibras nerviosas, vasos
linfaticos y sanguineos, de las especies animales autorizadas para consumo
humano (NOM-009-ZO0-1994).

En el Codex Alimentarius, es definida en funcién a “todas las partes de un animal
gue han sido dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo humano o se
destina para este fin”. La carne se compone de agua, proteinas, minerales, acidos
grasos vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como pequefias cantidades
de carbohidratos (FAO, 2007).

1.1.2. Produccion y comercializacion de la carne de cerdo

La produccion mundial de carne de cerdo ha ido en aumento durante la ultima
década, esto se atribuye en parte al precio accesible de la carne de cerdo en
comparacion con la carne de bovino y al aumento de la confianza del consumidor

hacia ésta como una fuente de proteina animal (FIRA, 2017)



Datos de la Agencia de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), organismo
adscrito a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), indican que los principales estados productores de carne
de cerdo en el 2016 fueron Jalisco con 265 mil, Sonora con 234 mil, Puebla con 166
mil, Yucatan con 135 mil, Veracruz con 122 mil y Guanajuato con 110 mil toneladas.
El organismo también registra que el inventario nacional es de mas de 1.7 millones
de cabezas de ganado porcino y el consumo per capita es de 16.3 kg (SAGARPA,
2017).

SAGARPA registré que en el 2016 se realizaron ventas al exterior de carne de cerdo
por un volumen de mas de 432 mil toneladas con paises del continente asiatico
como destino principal, destacando Japén, Corea del Sur y China. Diversos factores
favorecen las exportaciones de carne de cerdo del pais, entre las que se pueden
mencionar las estrictas medidas de bioseguridad y las mejoras aplicadas en las
instalaciones de procesamiento, esto para asegurar un producto de calidad tanto

para el mercado interno como externo.

1.1.3. Tipos de cortes

Los cortes provenientes de la canal de cerdo se dividen en tres categorias:
primarios, secundarios y terciarios (Tabla 1). En la Figura 1 se esquematiza la canal
del cerdo y los cortes que se obtienen de la misma (Rebollar-Rebollar et al., 2014).
Los cortes mas populares entre la poblacion mexicana son: lomo, pierna y costilla.
El corte de lomo de cerdo corresponde al musculo Longissimus lumborum y toraxis.
Se ubica en la columna vertebral del animal, desde la articulacion de la dltima
vértebra lumbar y la cadera, hasta la cuarta costilla aproximadamente. No debe
contener hueso, parte de otros cortes y el cordon de lomo debe retirarse. En ambos
extremos debe presentarse un corte recto. En la Figura 1 se puede observar el lomo

de cerdo representado en la canal con el nimero 2.



Tabla 1 Clasificacion de cortes de canal de cerdo (Rebollar-Rebollar et al., 2014)

Pierna
Cortes primarios Espaldilla
Lomo
Costilla
Cortes secundarios Codillo
Espinazo
. Cabeza
Cortes terciarios Patas

Cuero

Aufor Alian Chavarria Quesacs

1. Lomiti 8. Cacho de paleta 15, Amachera 22, Bota de solomo

2. Lomo Ancho 9, Posta de Paketa 16, Tortilla 23, Punta de soomo
3. Cola de Lomo 10, Giba 17. Cecina 24, Ratdn de campana
4, Lomao de Aguja 11, Degoliadura 18, Vuelta de lomo 25, Posta de Ratin

3. Lomo de Pescuezo 12. Posta de Fecho 19.Cacho de voelta de lomo 26, Posta de Cuario
6, Lomito de Entradia 13, Cogtillar enteng 20, Bolita

7. Lomo de Paleta 14. Entrafia 21. Mano de Piedra

Figura 1. Esquema de cortes de la canal de cerdo (Chavarria-Quesada, A. 2015).



1.1.4. Composicion del lomo de cerdo

a) Composicién quimica

La carne de cerdo es de similar calidad nutricional que el resto de las carnes. La
cantidad de proteinas contenidas varia entre 18 a 20 g por 100 g de carne, siendo
esta variacion debida a la especie, la edad y el tipo de corte. Las proteinas presentes
en la carne de cerdo contienen todos los aminoacidos indispensables para la vida
(Lara et al., 2012).

El contenido de grasa es variable dependiendo de la especie, raza, sexo, edad, tipo
de corte y alimentacion que haya tenido el animal. El 70 % de la grasa del cerdo se
encuentra por debajo de la piel, por lo que puede ser eliminada facilmente. Posee
una mayor proporcidén en acidos grasos monoinsaturados a comparacion del resto
de las carnes, lo que hace que ésta sea mas blanda en comparacién con las grasas
provenientes de otros animales terrestres. La cantidad de colesterol presente en la
carne de cerdo varia entre 50 y 80 mg por 100g. Las grasas aportan caracteristicas
sensoriales deseables, como lo son el sabor y textura. La carne de cerdo ademas
posee un elevado contenido de minerales como hierro, fésforo y zinc; también
aporta una amplia variedad de vitaminas del complejo B: tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina B6 y B12 (Lara et al., 2012). De acuerdo con Rodriguez (2008) en

la Tabla 2 se observa la composicion quimica aproximada del lomo de cerdo.

Tabla 2: Composicién quimica del lomo de cerdo (Rodriguez, 2008).
%

Agua 75
Proteinas 20
Lipidos 3.4
Carbohidratos 1.6



b) Composicion del musculo, fibras contractiles y fendmenos de la

contraccion muscular.

La carne esta compuesta por tres tejidos: muscular, conjuntivo y graso. El tejido méas
abundante es el muscular, el cual estd conformado por conjuntos de fibras
musculares. Estas fibras musculares son células elongadas que contiene muchas
fibrillas proteicas, mejor conocidas como miofibrillas, entrelazadas entre si, como
ejemplo encontramos filamentos de actina, miosina, titina, miomesina, titina,

troponina y de tropomiosina, entre otras.

La actina y miosina principalmente son las responsables de la contraccion de los
musculos, por lo que reciben el nombre de proteinas contractiles. Los filamentos de
tropomiosina se encargan de que la miosina no interaccione con otras proteinas
celulares cuando no hay contraccion muscular. La troponina se encarga del
mantenimiento de los filamentos de tropomiosina y la organizacion de los demas
filamentos proteicos. Por otro lado, la titina es una proteina estructural abundante y
elastica, gracias a esta propiedad permite la rapida recuperacion de la fibra
muscular durante la relajacion de los musculos. Todas estas proteinas conforman
lo que se llama un “sarcomero” el cual es considerado la unidad funcional del tejido
muscular, esto quiere decir que en el sarcomero se encuentran todas las estructuras
proteicas necesarias para llevar a cabo la contraccion de la fibra muscular. En la

Figura 2 se muestra un diagrama de la composicién del musculo.

Las fibras musculares se unen entre si mediante el tejido conjuntivo, que formando
un tenddén une a su vez el musculo con el hueso. Por ultimo, asociado al tejido
conjuntivo que se encuentra entre los haces de fibras, se encuentra el tejido graso,
conformado por células de grasa que sirven como fuente de energia para las fibras
musculares. Las cualidades de la carne como textura, color y sabor (de las cuales
se hablara con mayor detenimiento en el apartado 1.1.6.) dependen en gran medida

de la distribucion y proporcion relativa de estos tejidos (Cheftel, 1992).
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Figura 2 Esquema de la composicion muscular
(Verger, 2015).

El ablandamiento de la carne se debe principalmente a la protedlisis que sucede en
la fase post mortem de la conversion del musculo a carne (posteriormente en el
apartado 1.1.6. se explicard con mas detalle este proceso). Numerosas enzimas
proteoliticas se encuentran en el musculo esquelético; sin embargo las proteasas
dependientes del Calcio y ciertas catepsinas han demostrado degradar las
proteinas miofibrilares.y solamente se activan durante la autélisis (Huff-Lonergan et
al., 2010). Las calpainas son sistemas de varias proteasas, las cuales dos de ellas,
M- Y m-calpaina estan involucradas en la degradacion proteolitica de las proteinas

miofibrilares (Pomponio et al., 2008). Las catepsinas son peptidasas lisosomales



gue se ha demostrado estan implicadas en el proceso de ablandamiento de la carne,
esto sucede después de la alteracion de las membranas de lisosomas debido a la

acumulacion de acido lactico (Ertbjerg et al., 1999).

1.1.5. Reacciones de descomposicion en el lomo de cerdo

Como cualquier otro producto perecedero, la carne se deteriora durante el
almacenamiento; la vida de anaquel de la carne depende principalmente de las
condiciones de manejo y de la temperatura de almacén, una carne expuesta a
temperaturas de almacén fuera de los limites recomendados (0 - 4 °C) en la cadena
de frio tendréa una vida de anaquel limitada, debido principalmente al desarrollo de
microorganismos. Las principales limitantes en la pérdida de frescura se deben a la
contaminacion por un manejo inadecuado durante toda la cadena de produccion y

distribucion.

Al ser un alimento con alto contenido de agua y proteinas, la carne provee el sustrato
ideal para el desarrollo de bacterias, hongos y levaduras. La velocidad de
reproduccion incrementa con el aumento de la temperatura y la humedad. El
desarrollo de la flora microbiana genera olores desagradables, cambios en el sabor
y la formacion de una biopelicula superficial. Otros factores asociados a la pérdida
de frescura incluyen la oxidacion de lipidos, cambios de color y pérdida de firmeza
(Alquicira et al., 2013).

1.1.6. Parametros de calidad de la carne de cerdo

La calidad de la carne de cerdo estéa definida, por dos atributos esenciales: la calidad
nutricional, es decir, su composicion quimica y la calidad sensorial, refiriéndose a
los atributos de textura, color, sabor, entre otros (Lara et al., 2012). La calidad se

define generalmente en funcién de su composicion y de factores de palatabilidad



como lo son aspecto, olor, firmeza, jugosidad, ternura y sabor. La calidad nutritiva
de la carne es objetiva, mientras que la calidad como producto comestible, es
subjetiva ya que muchas veces depende de cémo es percibida por el consumidor
(FAO, 2018).

a) pH

El pH es definido como el logaritmo negativo de la concentracion de protones. Tiene
una escala entre 0 y 14, un valor por debajo de 7 se considera acido y un valor por
encima de 7 se denomina alcalino o también conocido como bésico (Velazquez et
al., 1982)

El pH es uno de los principales parametros a considerar para determinar la calidad
en la carne, ya que afecta varias de sus cualidades como el color, capacidad de

retencion de agua, firmeza, etc.

En post-mortem, el pH depende de la cantidad de glucégeno, ya que éste pasara a
glucosa y por via anaerobia a acido lactico. Cuanto mas se aproxime el pH al punto
isoeléctrico de las proteinas de la carne (generalmente tiene un valor de 5.5 en la
carne de cerdo), menor serd la capacidad de retencion de agua de la carne. En
condiciones normales, el pH siempre sera superior al punto isoeléctrico. Al aumentar
el &cido lactico en el musculo, el pH se aproximaré al punto isoeléctrico y si el pH
es igual a éste, no hay repulsion entre las cargas de las proteinas de la carne porque
interactian entre si. Cuando hay poco acido lactico, el pH es mayor que el punto
isoeléctrico y a consecuencia de esto las proteinas tienen carga negativa, por lo que
hay repulsion entre las proteinas y el musculo estard mas expandido, aumentando

asi su capacidad de retencion de agua (Zimerman et al., 2008).

La variacion en los valores de pH se da por diversos factores, algunos de estos son
intrinsecos al animal (genética, metabolismo, susceptibilidad al estrés, tiempo
transcurrido desde el sacrificio, etc.), pero normalmente los factores mas relevantes

tienen que ver con el ambiente en el gue se manejo el animal y su canal durante las



24 h previas y posteriores al sacrificio. EI manejo previo al sacrificio es un factor
clave, ya que un exceso de estrés provocara la sobreproduccion de adrenalina, que
tiene a promover la degradacion de glucégeno y, por ende, favorece la caida
abrupta del pH. Dependiendo de la velocidad de la disminucion del pH post-mortem
y del pH final alcanzado por la carne se ha clasificado en dos tipos (Brafia Varela et
al., 2011)

Tipo I: Carne oscura, firme y seca, DFD por sus siglas en inglés, (Dark, Firm and
Dry)

En musculos donde el pH tiene una disminucién lenta, la carne se torna oscura,
dura y seca (DFD). Los principales problemas con una carne DFD son su alto pH,
el cual llega a ser mayor a 6 y el color oscuro que presentan, razén por la cual

presentan rechazo por parte del consumidor.

La lenta disminucion de pH posterior al sacrificio, es ocasionada cuando las
reservas de glucégeno en el animal son escasas, esto debido a un estrés
prolongado antes del sacrificio debido posiblemente a un transporte largo y tiempos
de ayuno muy prolongados, temperaturas ambientales frias y manos manejos; todo
esto tiende a reducir las reservas musculares de glucégeno, por lo que presentara
un menor contenido de &cido lactico en el musculo, ocasionando de esta manera un
pH final elevado a las 24 h post-mortem (6.0 — 6.8), en comparacion con el pH de
una carne normal (5.4 - 5.9) (Brana Varela et al., 2011).

Tipo Il: Carne Palida Suave y exudativa, PSE por sus siglas en inglés (Pale, Soft,

Exudative)

Con este tipo de carne sucede lo contrario a la DFD, aqui ocurre una acelerada
disminucién del pH post-mortem, antes de que la carne pueda ser enfriada
eficazmente; la combinacion de un bajo pH y alta temperatura ocasiona una
desnaturalizacion anormal de las proteinas musculares, generando asi una carne

palida, suave y exudativa (PSE). Mientras mas rapido disminuya el pH del musculo,



sus proteinas se iran acercando al punto isoeléctrico, lo cual provocara una menor
retencion de agua de su parte, reduciendo asi el rendimiento de la carne y afectando

su color, dando una apariencia palida.

Generalmente, el pH final de las carnes PSE se encuentra normalmente por debajo
de 5.5. Sin embargo, también existe la posibilidad de que la carne tenga apariencia
PSE y tener un pH dentro del rango normal; esto normalmente ocurre cuando la
disminucién del pH es muy abrupta durante la primera hora post-mortem.
Particularmente en el caso de los cerdos, la carne PSE se asocia a problemas de

estrés agudo justo antes de la muerte del animal.
b) Color

El color de la carne fresca es el principal atributo que influye en la decision de
compra por parte del consumidor, dado que asocia el color con el grado de frescura
y calidad (Brewer et al., 2002).

De acuerdo con la guia AMSA (1992), los principales factores que influyen en el
color de la carne cruda son: la nutricién del animal, la velocidad de enfriamiento de
la canal, el tipo de muasculo, la orientacién de las fibras, el pH del musculo, el tiempo
y la temperatura de almacenamiento post-mortem, el tiempo de exposicion del
musculo al oxigeno, el grado y distribucion del marmoleo, la humedad y brillo de la
superficie y la concentracién de mioglobina (Brafia Varela et al., 2011).

El color de la carne esté influido principalmente por el contenido y naturaleza de la
mioglobina. El contenido de pigmento de la mioglobina es intrinseco al musculo y

varia de igual manera con los factores mencionados anteriormente.

La mioglobina presenta en su grupo hemo un ion hierro reducido que cuando los
niveles de oxigeno son altos se oxida. La oximioglobina presenta el grupo hemo
ligado de forma reversible a una molécula de oxigeno. La metamioglobina se forma
con la oxidacién del grupo hemo de la oximioglobina o mioglobina. Las tres formas

se encuentran en equilibrio predominando en la superficie la oximioglobina y en el
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interior de la carne la mioglobina (Figura 3). La metamioglobina aparece cuando hay

una disminucién del pH posterior al rigor mortis.

Fe2+
oxigenacion + Oz
ﬁ
_
DEOXIMIOGLOBINA OXIMIOGLOBINA
Rojo purpura 3. Rojo vivo

METAMIOGLOBINA
Rojo pardo

Figura 3. Reduccion y oxidacién de la mioglobina en la carne (Lurueam, 2011)

c) Textura

Para Weir (1960) la textura de la carne puede considerarse como la suma de tres
componentes: facilidad de penetracién de los dientes en la carne al inicio de la
masticacion, facilidad de fragmentacion de la carne y cantidad de residuo que queda

en la boca concluida la masticacion.

La textura es una de las caracteristicas sensoriales mas importantes de la carne, la
cual es considerada en la evaluacion de calidad por parte del consumidor. La textura
esta relacionada con el estado e interaccion de las diferentes estructuras del
musculo y sus componentes (Brafia-Varela et al., 2011). La textura hace referencia

a la estructura del masculo, depende del tamafio de las fibras y del tejido conectivo,
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la textura dependera de las caracteristicas ante mortem (especie, raza, sexo, edad,

corte), es decir, no cambia tras la muerte (Lawrie, 1974).

La terneza es la cualidad de la carne de dejarse cortar y masticar antes de la
deglucién, estando directamente ligada a la resistencia mecanica del producto
consumible. El caso contrario seria la dureza, definida como la propiedad de la
textura manifestada por una alta y persistente resistencia a la rotura en la
masticacion, la dificultad de cortar la carne, el grado de adhesion; la dureza depende
de la cantidad y calidad del tejido conectivo, del grado de interacciones entre
proteinas, grado de organizacion de las miofibrillas y depende también de la
cantidad de grasa intermuscular; la dureza depende de los mismos factores ante
mortem anteriormente mencionados que afectan la textura, no obstante, también

dependera de factores post mortem: rigor mortis y maduracion (Sanz-Egafia, 1967).

La firmeza se define como la propiedad de la textura manifestada por una alta
resistencia a la deformacion por aplicacion de una fuerza (Lawrie, 1974). La
determinaciéon de textura puede ser llevada a cabo por métodos instrumentales,

como pueden ser los mecanicos (corte, compresion, penetracion, etc.).

Muchas de las propiedades sensoriales de la carne como son el color, la textura y
la firmeza, estan relacionadas con la cantidad de agua que se tiene contenida o
retenida en la carne. Desde el punto de vista industrial, la capacidad de una carne
para retener el agua originalmente contenida influye en la eficiencia del sistema y
dicta en parte el rendimiento final del producto. Una pobre retencion de agua,
provoca un goteo constante que interfiere en los sistemas de empaque, asi como
en sistemas de salazon en seco, entre otros (Brafia Varela et al.,, 2011). La
capacidad de retencion de agua es influenciada por el pH del masculo, mientras
mas alejado se encuentre éste del punto isoeléctrico de las proteinas del masculo,
mMAas agua se retendrd, otros factores que afectan la capacidad de retencion son la
especie de la carne, el tipo de fibra, la estabilidad oxidativa de sus membranas, el
proceso de maduracion y el sistema utilizado para congelar y descongelar la carne
(Rosenthal, 1999).
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1.1.7. Microorganismos de importancia en la carne de cerdo

El tejido muscular de animales sanos se encuentra libre de microorganismos, pero
a medida que se expone al ambiente durante las operaciones de faenado, despiece,
corte y picado, aumentan las posibilidades que favorecen el contacto y proliferacion
de microorganismos. Las fuentes primarias de contaminacién son la piel y el
contenido gastrointestinal del propio animal, la flora presente en el agua de lavado,
el aire, en las paredes y superficie de rastros, asi como por el contacto con cuchillos,
mesas, equipos Yy otros productos contaminados y los propios operarios. EI mayor
riesgo de contaminacion ocurre durante las operaciones posteriores al faenado,
donde las canales se cortan para obtener los cortes y se expone la superficie interna

de la canal al ambiente (Alquicira et al., 2013).

Las caracteristicas de la carne fresca la hacen el medio ideal para el crecimiento de
microorganismos: alto contenido de humedad, alto contenido de nutrientes, pH
cercano al neutro y la presencia de glucdégeno, un carbohidrato fermentable. El
deterioro puede ocurrir aerobia y anaerobiamente. Las bacterias aerobias que
suelen deteriorar la carne generalmente son Acinetobacterias, Pseudomonas y
Moraxella, las cuales le dan el olor a putrefaccién a la carne (Gill, 1995). En ausencia
de oxigeno, la poblacién bacteriana estd dominada por lactobacilos anaerobios para
la carne con pH menor a 5.8. Los lactobacilos producen un sabor 4cido y suave sin
sefales evidentes de deterioro. Sin embargo, carne con pH mayor a 5.8 es afectada
por acinetobacterias psicrotropicas como lo son Brochothrix thermosphacta vy
Alteromonas puterfaciens, el sabor putrido que puede llegar a tener la carne a estas
condiciones se le atribuye a la presencia de estas bacterias (Lee, 2008).

La carne ademas de ser altamente susceptible a deterioro también puede constituir
un vehiculo para la propagacion de enfermedades transmitidas por alimentos.
Durante el sacrificio y procesamiento, todos los tejidos potencialmente comestibles
pueden estar sujetos a contaminacion por diversas fuentes, ya sea interna o externa
al animal. Para tratar de tener un control y determinar la calidad microbiolégica de

la carne, frecuentemente se cuantifican microorganismos indicadores, los cuales
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pueden no ser patdgenos pero su presencia indica la probabilidad de que también
pueden estar presentes microorganismos patogenos. Estas determinaciones
incluyen la cuenta de bacterias mesofilas viables totales, coliformes totales,
coliformes fecales (lo que incluye la deteccién de Enterobacterias y Escherichia coli

también), estreptococos fecales y Aeromonas (Wolffs & Radstrom, 2008).

La microbiota dominante que puede llegar a causar deterioro en la carne esta
dominada por aquellas especies que pueden crecer mas rapidamente en las
condiciones de almacenamiento. A temperaturas de refrigeracion, especies como
Pseudomonas y Lactobacillus pueden superar a las especies competidoras bajo

condiciones aerobias y anaerobias, respectivamente (Robertson, 2013).

Los microorganismos patdgenos histéricamente asociados a brotes por el consumo
de carne, incluyen Salmonella, E. coli O157:H7, Listeria, Aeromonas hydrophila,
Campylobacter, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum y Yersinia
(Koohmaraie et al., 2005).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae que fermentan la glucosa y la lactosa. Generalmente las cepas
de E. coli son mdviles, aunque también se pueden llegar a encontrar cepas

inmoviles (Croxen et al., 2013).

Es una bacteria presente en la microbiota de humanos y animales (por lo que en la
industria se considera un signo de contaminacion fecal), existen grupos patogénicos
causantes de diarrea y se les conoce como E. coli diarreogénicas. Actualmente hay
seis patotipos de E. coli virulentas, de ellos cuatro causan gastroenteritis en
humanos. Entre estos esta la cepa enterohemorragica E. coli O157:H7, la cual es
una variedad productora de grandes cantidades de la toxina llamada Shiga, la cual
puede causar graves enfermedades a través de los alimentos como la colitis
hemorragica, la cual en nifios y ancianos puede conducir a una enfermedad

potencialmente mortal como el sindrome hemolitico urémico (BBB, 2001).
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La cepa de E. coli productora de la toxina anteriormente mencionada puede crecer
a temperaturas que oscilan entre 7 °C y 50 °C. con una temperatura 6ptima de 37
°C. También puede llegar a proliferar en alimentos acidos, presentando crecimiento
en un pH de 4.4 y en alimentos con actividad de agua minima de 0.95. Se encuentra
principalmente en la carne, leche cruda, productos lacteos y en algunas hortalizas
por contaminacion cruzada. La aplicacion de buenas practicas de higiene durante
el sacrificio de animales ayuda a reducir la contaminacién por heces, sin embargo,

no garantiza la ausencia de E. coli O157:H7 en la carne (OMS, 2017).

1.1.8. Conservacion en refrigeracion de la carne

La carne fresca se encoge, pierde peso y es rapidamente atacada por bacterias del
medio en el que se encuentra. La reproduccién de las bacterias aumenta con la
temperatura y la humedad; cuando no se dispone de refrigeracién, tradicionalmente
la carne se vende al por menor en un plazo de doce horas desde la matanza, incluso
con el riesgo de pérdidas debidas al encogimiento, desechos y deterioro. Los
cambios fisicos, quimicos y microbioldgicos que se producen en la carne fresca son

estrictamente una funcién de la temperatura y la humedad (FAO, 2004).

La conservacion en frio no destruye a los microorganismos, sino que Unicamente
inhibe o demora su crecimiento. El metabolismo bacteriano se retarda a medida que
va bajando la temperatura, al igual que todas las reacciones quimicas de la carne,
por lo que al refrigerar lo que se hace en realidad es ralentizar todos los procesos

de deterioro de la carne, ya sean bioguimicos o microbioldgicos.

En la produccidn de carne fresca se emplea comunmente la refrigeracion por aire.
El proceso de refrigeracion consta de dos etapas: la disminucién de la temperatura
corporal en el momento del sacrificio hasta la de conservacion y el mantenimiento

de la canal a baja temperatura (Mor-Mur, 2001).
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1.2. Envasado de alimentos

La NOM-051-SCFI/SSA1-2010 define al envase como cualquier recipiente o
envoltura en el cual est4 contenido el producto preenvasado para su venta al

consumidor, protegiéndolo de influencias externas y dafo.

Las funciones tradicionales del envasado incluyen proteccion, comunicacion,
comodidad y contencion del producto, estas funciones implican minimizar la
pérdida, el retardo del deterioro, extension de vida util mantenimiento de la calidad,
la seguridad e inocuidad del alimento envasado; ademas el envasado de alimentos
ha buscado funciones adicionales mejoradas para satisfacer la tendencia del
consumidor de productos minimamente procesados con pocos aditivos, que
cumplan con normativas y ademas aseguren la calidad e inocuidad del alimento
(Lee et al., 2008).

Es importante distinguir la diferencia entre “envase”, “envasado” y “embalaje”. El
“‘envase” se refiere a la entidad fisica que contiene el producto. “Envasado” puede
ser definido como el sistema de productos envueltos en una bolsa, caja, botella,
lata, etc. o algun otro contenedor para cumplir una o mas de las siguientes
funciones: contener, proteger, preservar y comunicar (Glossary of Packaging
Terms, 1988). El “embalaje” se refiere a la contencién de uno o varios articulos en

un envase o contenedor (Robertson, 2013).

1.2.1. Envasado a vacio

Envasar a vacio consiste en disminuir la presion interna del envase de tal manera
gue sea menor gue la presién atmosférica, lograndose al evacuar el aire contenido
en el envase. También se le conoce como envasado hipobérico (Lee et al., 2008).
La diferencia de presiones internas y externas puede variar ampliamente, de

acuerdo con el tiempo e intensidad del proceso de evacuacion durante el envasado.
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El envasado a vacio es en general la condicion de una despreciable cantidad de

nitrogeno, oxigeno y dioxido de carbono dentro del envase.

La efectividad del envasado a vacio para la extension de vida util se debe
principalmente al bajo o casi nulo oxigeno residual, como consecuencia de la
extraccion de aire: las reacciones oxidativas y respiracion aerobia son reducidas.
Ademas, el envasado a vacio se puede ver que es un mecanismo efectivo para la
eliminacion de posible contaminacién biolégica o quimica en la superficie del
alimento. Los materiales usados para envasar a vacio deben tener una baja
permeabilidad a gases y al vapor de agua y ser lo suficientemente resistentes para
contener al producto. En el envasado de la carne, el material més utilizado es
Polietileno de Alta Densidad. En la Figura 4 se representa el envasado al vacio de

carne de res.

Figura 4. Envasado a vacio (©Svetlana Foote/Shutterstock,
2015)

1.2.2. Envases activos

El concepto de envasado activo comenzé con un cambio en la funcion de proteccion
del envase, de pasiva a activa. Anteriormente, los materiales destinados al envase

primario, es decir aquellos que estdn en contacto directo con el alimento, eran
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considerados como “pasivos”, significando esto que funcionaron sélo como una
barrera inerte para proteger el producto contra el oxigeno y humedad.
Recientemente, una gran cantidad de nuevos materiales se han desarrollado para

proporcionar una proteccion “activa” al producto (Lee et al., 2008).

Miltz y otros (1995) definen el envasado activo como un sistema en el cual el
producto, el envase y el entorno interactian de una manera positiva para extender
la vida Util o para alcanzar ciertas caracteristicas que de otra manera no podrian ser

obtenidas.

El envasado activo se refiere a la incorporacion de ciertos elementos activos al
sistema de empacado (ya sea liberado desde el interior del envase o forme parte
del material que conforma el envase) con el objetivo de mantener o extender la

calidad del producto y su vida util (Hutton, 2003).

En un estudio multinacional europeo, Actipak lo ha definido también como sistema
de envasado que cambia activamente las condiciones del alimento envasado para
extender su vida util o mejorar sus propiedades sensoriales o su seguridad,
manteniendo la calidad del alimento (Ahvenainen, 2003).

En general, se puede decir que el envasado activo de alimentos aporta una serie de
funciones que no existen en los sistemas de envasado convencional (Tabla 3,
pagina 20). Estas funciones juegan un rol importante en la vida util de los productos
envasados, pueden llegar a intervenir en los procesos fisiologicos (respiracion de
frutas y vegetales frescos), procesos quimicos (por ejemplo, oxidacion lipidica),
procesos fisicos (envejecimiento del pan, deshidratacion), aspectos microbiol6gicos
e infestacion (insectos). Estas condiciones pueden ser reguladas de muchas
maneras por medio de la aplicacion de sistemas activos apropiados (De Kruijf et al.,
2002).

Las tecnologias de envases activos involucran algunas acciones fisicas, quimicas y

bioldgicas para modificar las interacciones entre el envase, el producto y el espacio
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entre ellos para alcanzar las caracteristicas deseadas. La Figura 5 esquematiza la
interaccion que existe entre el producto, el envase y el entorno. La transferencia de

materia que existe entre estos tres medios depende de las caracteristicas de los

materiales.

PRODUCTO POLINERO ENTORNO
O, <0, .. PERMEABILIDAD
Humedad >
Aromas
Grasas

Colorantes ~=» SORCION
Oxros
O, Hiumedad
« Ao mas
PERMERBILIDAD
- Radiaciones
<—4—
Mbnomeros MIGRACION
<+—f— Aditivos —4—»
MIGRACION Disolventes...

Figura 5. Interaccién entre producto-polimero-ambiente en
un envase activo (Adaptada de Ozdemir & Floros, 2010)
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Tabla 3 Principales factores de deterioro de alimentos y la solucion a estos (Han,

2005)
Factor de deterioro Soluciéon
Oxidacion Absorbedores de oxigeno,
Antioxidantes
Desarrollo microbiano Antimicrobiano, didéxido de carbono
Pérdida de humedad Humectantes
Condensacion/exudado Almohadillas absorbentes,
desecantes
Acumulacién de gas Absorbedores de dioxido de
carbono
Aromas indeseables Carbén/liberadores de aroma 'y
sabor

1.2.3. Clasificacién de los envases activos

De acuerdo con Sun Lee et al., (2008) los envases activos se pueden clasificar en

tres categorias principales:
Categoria I: Sistemas de absorcién

Esta tecnologia usa peliculas o bolsas para remover los gases o0 sustancias
indeseadas de los envases, como oxigeno, didxido de carbono, humedad, etileno,
olores, etc., para poder alcanzar una atmosfera interna favorable, estos
componentes pueden existir desde que se empaca el alimento en la produccién,
puede ser también producido por actividades fisioldégicas del alimento o penetrar al
envase. En la Tabla 4 se describe con mayor detenimiento las aplicaciones que se

han llegado a desarrollar en la industria del envasado.

20



Tabla 4. Ejemplos de sistemas de absorcion en envases activos (Lee et al., 2008)

Tipo Material Principio de Aplicaciones
funcionamiento
Absorbedor Gel de silice, Adsorciéon de Retencidon de bajo contenido
de poliacrilato, CaO,, humedad, reaccion de humedad, productos
humedad azucar, sales de hidratacion secos, eliminacion de exceso
inorganicas de agua en la superficie de la
carne.

Absorbedor Hierro reducido, Oxidacion de Fe, Reduccién o prevencion de
de oxigeno acido ascorbico, acido ascorbico y crecimiento microbiano
sulfato, oxidasas sulfatos. Oxidacion aerobio; reduccion de

de glucosa. oxidacibn de grasas Yy

productos secos.
Absorbedor Ca(OH);, Na,COs;, Reaccién quimica Prevencion del abultamiento
de di6éxido =zeolita, gel de con el diéxido de del envase o0 combustion

de carbono silice carbono; adsorcién causado por el CO;

fisica proveniente de la

fermentacion de acido lactico.

Absorbedor KMnO4en éxido de = Oxidacion de Retarda la madurez vy

de etileno aluminio o gel de etileno; adsorcibn senescencia de productos
silice; SiOg, zeolita, fisica frescos.

carbon activado

Categoria Il: Sistemas de emision

En estos sistemas se afladen compuestos deseados, como etanol, dioxido de
carbono, antimicrobianos, antioxidantes, enzimas, sabores, etc., para proteger y
mejorar la calidad del producto. Existe una liberacion controlada de estos
compuestos hacia el alimento. El efecto deseado seria mejorar la estabilidad de
almacenamiento y extender la vida util. En la Tabla 5 se describe de manera mas

detallada las distintas aplicaciones de estos sistemas.

Categoria Ill: Otros sistemas

Estos sistemas incluyen diferentes funciones como autocalentamiento o
enfriamiento, indicadores de temperatura, receptor de microondas, peliculas
selectivamente permeables, etc. Estos otros sistemas van mas orientados al area

de envases inteligentes.
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Tabla 5. Ejemplos de sistemas de emision en envases activos (Lee et al., 2008).

Tipo Material
Liberador de Acido ascorbico,
dioxido de FeCOs;, NaHCOs,
carbono NaCO3

Principio de
funcionamiento
Hidrolisis de FeCOs,
reaccion de NaHCO;
0 NaxCOs3 con acidos
organicos, oxidacion

de acido ascorbico.

Aplicaciones

Inhibicién y reduccion
de crecimiento de
bacterias Gram
negativas y mohos,
prevencion de
colapsos en envases.

Antimicrobianos = Antimicrobianos Liberacién de Inhibicion del
incorporados 0 agentes microbianos crecimiento
encapsulados en el sobre la superficie del microbiano,
material de envase alimento en contacto. disminucion de la
0 en la superficie velocidad de
del mismo. crecimiento.

Antioxidantes Antioxidantes Liberacién de Retardar los procesos
incorporados en los antioxidantes o0 de cambios
materiales o en la consumidores de oxidativos.
superficie  interna oxigeno.
del envase.

1.2.4. Aplicacion de envases activos antimicrobianos

El envase antimicrobiano es un tipo de envase activo que interactta con el producto
y/o el espacio de cabeza dentro para reducir, inhibir o retardar el crecimiento de
microorganismos que pueden estar presentes en la superficie de los alimentos, ya

sea de manera natural o por contaminacién cruzada (Rossi et al., 2017).

Los envases antimicrobianos se basan en el principio de liberar un componente
activo a través del material de envase hasta llegar al alimento, teniendo mayor
efectividad que si se incorporaran al producto, debido al control de migracion de
estos agentes hacia la superficie del producto. La liberacion controlada de los
agentes antimicrobianos del envase a la superficie del alimento es capaz de inhibir,
reducir o controlar el crecimiento microbiano utilizando una pequefa cantidad de
agentes antimicrobianos en comparacion con las cantidades requeridas si estos

agentes se afadieran al alimento (Sun Lee et al., 2008).
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La incorporacion de sustancias antimicrobianas en un sistema de envasado tiene
varios enfoques. Uno de ellos es adicionar el antimicrobiano en el material destinado
para el envase, en algunos casos se afiade durante el proceso de extrusion del
material. La principal desventaja de este método es la baja efectividad que tiene, ya
que el antimicrobiano no esta disponible en su totalidad para ejercer su efecto
antimicrobiano (Quintavalla & Vicini, 2002). Los agentes antimicrobianos también
pueden ser incorporados de manera directa en los materiales de envase en forma
de peliculas, recubrimientos, hojas, charolas y contenedores, o en los espacios

disponibles en forma de bolsas (Hann, 2005).

Cuando los agentes antimicrobianos se afiaden dentro de la estructura del envase,
ademas de la funcion de obstaculizar, también se alcanzas las siguientes tres
propiedades: liberacion, absorcion e inmovilizacién. Los envases que tienen la
funcién de liberar permiten la migracion de los agentes antimicrobianos del envase
hacia el alimento. Los sistemas de absorcion remueven los factores esenciales para
el crecimiento de los microorganismos inhibiendo asi el crecimiento del mismo. Los
sistemas de inmovilizacion no liberan agentes, pero suprimen o disminuyen el

crecimiento microbiano en la superficie del alimento (Ahvenainen, 2003).

1.3. Nanotecnologia

La nanotecnologia es el disefio, caracterizacion, produccién y aplicaciéon de
estructuras, componentes y sistemas creados por la manipulacién controlada de
tamafo y forma en la escala nanométrica que produce estructuras, componentes y
sistemas con al menos una caracteristica o propiedad novedosa o superior (Bawa
et al., 2005).

Lo que caracteriza a la nanotecnologia como tecnologia emergente son dos
aspectos de gran importancia que la hacen anica. El primero es que trata de

construir de lo mas pequefo, que serian atomos y moléculas, a lo mas grande, el
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producto final; la novedad radica en que ahora los atomos y moléculas se pueden
manipular de manera directa para construir producto. En segundo lugar, se encontré
que a este nivel atdbmico cualquiera de los atomos manipulados demuestra tener
propiedades fisicas diferentes a las que tendria a una escala mayor. Estas
propiedades pueden ser mayor resistencia, mayor conductividad eléctrica, cambio
de color, etc., lo cual se ha aprovechado para el desarrollo de productos novedosos

con caracteristicas Unicas (Foladori et al., 2006).

La introduccidon de la nanotecnologia en la industria de los alimentos ha traido
muchos beneficios, uno muy notable es el facil transporte de alimentos a diferentes
partes del mundo mediante la ampliacién de la vida Gtil de varios productos (Hamad
et al., 2018), también ha demostrado ser muy Util al permitir un seguimiento y rastreo
de contaminantes, almacenamiento mejorado, incorporacién de suplementos para
la salud o agentes antibacterianos, entre otras cosas (Neo et al., 2013). En cuanto
al area de envasado de alimentos, la nanotecnologia se ha abierto camino en la
innovacion de materiales y métodos analiticos para proporcionar a los
consumidores alimentos mas saludables y de igual manera reducir el impacto

ecologico de la cadena alimentaria (Rossi et al., 2017).

Entre la amplia aplicacion de la nanotecnologia en el &area de alimentos,
especificamente en materiales para el envasado de alimentos, se tiene como
ejemplo que casi todos materiales a base de carbono han sido estudiados para la
mejora de sus propiedades mecéanicas, se ha incorporado nanoarcillas y
nanocristales para mejorar las propiedades mecéanicas (méddulo elastico, dureza,
resistencia a la traccion) y térmicas (punto de fusion, temperatura de transicion
vitrea) de los materiales destinados a envasar alimentos (de Azeredo, 2009). En
particular, la mejora de estas propiedades puede permitir el uso de empaques mas
delgados, reduciendo asi la cantidad de materia prima requerida, costos de
transporte, almacenamiento y reciclaje, y finalmente la huella ecolégica de los

envases de alimentos (Silvestre et al., 2011).
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1.3.1. Nanocéapsulas

Las nanocapsulas son particulas de tamafio coloidal, que poseen diametros que
varian entre 1 y 1000 nanémetros. Se ha desarrollado una amplia variedad de
nanocapsulas compuestas por una variedad de materiales que incluyen lipidos,
polimeros y materiales inorganicos, lo que resulta en diversos de administracion que
varian en sus propiedades fisicoquimicas y, por lo tanto, en sus aplicaciones
(Paciotti et al., 2006).

La encapsulacion de nanoparticulas puede ser aplicada para proteger los
ingredientes activos, involucra el aislamiento de un compuesto de su entorno
externo, atrapandolo en un material que tiene como funcion protegerlo, de esta
manera los compuestos pueden ser agregados al material fundido y ser extruido sin
comprometer su calidad (Wrona et al., 2017). La encapsulacion de elementos

activos también tiene como objetivo la liberacién controlada del mismo al sistema.

La adicion de nanocapsulas al procesado de alimentos trae consigo diversos
beneficios, dependiendo del elemento activo: protege contra la oxidacién, mejora la
estabilidad del sistema, mejora la capacidad de retencion de compuestos altamente
volétiles, potencializa y/o preserva el sabor, liberacién controlada desencadenada
por cambios en la humedad, pH, las propiedades organolépticas se conservan por
mayor tiempo (Chaundhry et al., 2008). Su efectividad depende de la

biodisponibilidad de cada componente encapsulado.

1.3.2. Métodos de preparacién de nanocépsulas

En la actualidad se han desarrollado varios métodos para la preparaciéon de
nanocapsulas, existen seis métodos clasicos: nanoprecipitacién, emulsion-difusion,
emulsificacion-evaporacion, doble emulsion, coacervacion en emulsion,

revestimiento de polimero (Mora-Huertas et al., 2010). Actualmente los mas
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utilizados, especialmente en la industria farmacéutica son: nanoprecipitacion,

emulsién difusion y emulsion-evaporacion.
a) Nanoprecipitacion

De acuerdo con Fessi et al., (1988), la sintesis de nanocapsulas necesita una fase
solvente y otra no solvente. La fase disolvente consiste en una solucion en un
disolvente o en una mezcla de disolvente (etanol, acetona, hexano o cloruro de
metileno) de una sustancia formadora de una pelicula, como seria un polimero
(sintético, semisintético o de origen natural), la sustancia activa, el aceite, un
tensoactivo lipofilico y una sustancia disolvente o disolvente oleoso. Por otro lado,
la fase no solvente consiste en un no solvente o en la mezcla de estos, para la
sustancia formadora de pelicula, complementando con uno o mas tensoactivos
naturales o sintéticos. Las nanoparticulas se obtienen como una suspension
coloidal formada cuando la fase organica se agrega lentamente y con moderada

agitacion a la fase acuosa.
b) Emulsion-difusiéon

Consiste en la formacién de una emulsion convencional aceite en agua entre un
disolvente parcialmente miscible en agua, el cual contiene el polimero y la sustancia
activa, y la fase acuosa que contiene el estabilizante; con el fin de hacer posible la
difusién. Al adicionar la fase acuosa el disolvente se difunde en la dase externa,
formandose asi las nanoparticulas. La solucion es agitada para producir la
precipitacion de las nanoparticulas, posteriormente se recuperan por centrifugacion
(Quintanar et al., 1998)

c) Emulsién-evaporacion

Basicamente consiste en la disolucion de un polimero y compuesto activo en un
disolvente organico. La emulsion se prepara mediante la adicion de agua y un
surfactante a la solucion de polimeros y se homogeneiza la solucién, en algunos la

emulsiébn se obtiene por ultrasonificacion. El disolvente organico se evapora
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posteriormente y las nanoparticulas se recuperan en la mayoria de los casos por

centrifugacion.

1.3.3. Aceites esenciales para encapsulacion

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes)
y farmacéutica (saborizantes).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes
que pueden ser: compuestos alifaticos (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Martinez, 2003).

Recientemente, se han comenzado a utilizar en gran medida los aceites esenciales
como agentes activos en la industria de los alimentos dado que han demostrado
tener propiedades antioxidantes y antimicrobianas; el uso de estas sustancias ha
ido en aumento debido a que representan un bajo riesgo para el consumidor dado

su origen natural.

El aceite de romero ha demostrado tener gran potencial para ser utilizado en la
industria farmacéutica y alimentaria, ya que el aceite esencial obtenido de sus hojas

es considerado un antimicrobiano natural.

La especie vegetal Rosmarinus officinalis, perteneciente a la familia Lamiaceae,
mejor conocida como romero, es originaria del mediterraneo; es una especie rica en
metabolitos activos, razén por la cual es usada frecuentemente en la medicina
tradicional, por sus efectos digestivos, antiespasmadicos y laxantes (Abutbul et al.,
2004).
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Los componentes mayoritarios en la composicion del aceite esencial de R. officinalis
son 1,8 cineol, alcanfor y alfa pineno, en la Tabla 6 se pueden observar la
composicién en porcentaje de estos componentes. Es importante destacar que
tanto el 1,8 cineol como el alcanfor han demostrado tener actividad antimicrobiana

frente a diversos microorganismos (Romeu, et al., 2007; Rota et al., 2004).

Tabla 6 Composicion del aceite esencial de romero R. officinalis (Romeu et al.,

2007).
Componente %
Alfa pineno 15.3

Camfeno 5.7
Mirceno 4.9
Limoneno 3.7
1,8 cineol 21.5
Alcanfor 18
Borneol 3.7
Cariofileno 3.4

Las hojas de romero contienen compuestos con clara actividad antimicrobiana
sobre microorganismos de importancia en contaminaciones alimentarias. El
potencial de utilidad del aceite esencial de romero se evidencia considerando los
bajos valores de Concentracion Minima de Inhibicién (CIM) para el organismo que
se desee atacar, y la alta Dosis Letal media (DLso) reportada para esta planta
(Castano et al., 2010).

Se han realizado estudios in vitro con extractos de R. officinalis en los que se ha

evaluado su actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Castafno
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et al.,, 2010). En el 2004 Rota et al., evaluaron la actividad del aceite de romero
contra Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157:H7,
Yersinia enterocolitica, Shigella flexnery, Listeria monocytogenes y Pseudomonas
aeruginosa, demostrando una mejor actividad inhibidora frente L. monocytogenes y

S. aureus.

En el 2009 Lee et al. probaron el R. officinalis contra S. typhimurium, Enterobacter
sakazakii, E. coli O157:H7, S. aureus y L. monocytogenes, demostrando que en
efecto existe una inhibicion en el crecimiento de estas bacterias en presencia del

aceite de romero, especialmente bacterias Gram positivas.
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CAPITULO Il: METODOLOGIA DE INVESTIGACION
EXPERIMENTAL

2.1Problema

En los ultimos afios aumentd la produccion mundial de carne de cerdo, México se
ha abierto camino en mercados internacionales como exportador de carne de cerdo,
razon por la cual ha surgido la necesidad de cumplir con normatividades
internacionales y altos estandares de calidad. La carne fresca es altamente
susceptible a ser contaminada microbiol6égicamente y a deteriorarse rapidamente si
no se cuenta con un almacenamiento adecuado, lo que consecuentemente ha traido
el desarrollo de nuevas tecnologias para el aumento en vida util. El desarrollo de
envases activos que eviten la contaminacion microbiana y ademas incrementen la
vida util del producto conservado ha ido en aumento principalmente en los productos

destinados a exportacion, como lo es la carne de cerdo.
2.20bjetivos.
a) Objetivo general.

Evaluar la efectividad de un envase activo con base en nanocapsulas de aceite
esencial de romero sobre la conservacion de lomo de cerdo envasado a vacio y
almacenado a 0 °C, determinando los cambios en propiedades fisicas,
fisicoquimicas, microbiolégicas y texturales que promuevan el incremento de vida

atil de producto.
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b) Objetivos Particulares
Objetivo Particular 1

Relacionar los cambios fisicoquimicos en el lomo de cerdo fresco, como repuesta al
envasado activo, con y sin vacio, con y sin nanocpsulas de aceite esencial de
romero, inoculada con E. coli y sin inocular, estableciendo su influencia en
parametros de calidad del producto, a través de la medicidén de pH, acidez, color y

pérdida de peso, durante la conservacion en refrigeracion del producto.
Objetivo Particular 2

Establecer el efecto de los cambios texturales en el lomo de cerdo fresco, como
respuesta al envasado activo, con y sin vacio, con y sin nanocapsulas de aceite
esencial de romero, inoculada con E. coli y sin inocular, analizando su influencia en
pardmetros de calidad del producto, determinando su capacidad de retencion de
agua, firmeza y dureza por pruebas de corte y analisis de perfil de textura, durante

la conservacion en refrigeracioén del producto.
Objetivo Particular 3

Determinar los cambios microbiol6gicos en el lomo de cerdo fresco, como respuesta
al envasado activo, con y sin vacio, con y sin nanocapsulas de aceite esencial de
romero, inoculada con E. coli y sin inocular, estableciendo su influencia en el
crecimiento de coliformes totales, a través de analisis microbiologicos vy
cuantificacion de la produccién de diéxido de carbono.

2.3Seleccién de variables

Con base en los objetivos planteados seleccionaron tres factores de variacion

(nanocapsulas de aceite de romero, vacio e inoculacién de bacteria E. coli) y se
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estudiaron sus efectos con dos niveles de variacion. Se realizaron pruebas al
producto para desarrollar el andlisis del efecto de estos factores. En la Tabla 7 que

se presenta a continuacion se puede observar los factores de variacion.

Tabla 7. Factores y niveles de variacion en el disefio experimental.

% pérdida de

Con peso Balanza digital
Nanocapsulas A
de nanocapsulas Liquido drenado Jeringa graduada
aceite de 5 pH Potenciometro
romero N Acido
nanocapsulas Acidez l4ctico Titulacion
Con vacio 3 Luminosidad Colorimetria
Cromaticidad Color Espectrofotémetr
Vaci Angulo de tono 0
aclo Concentracion Velocidad .
i : p Analizador de
Sin vacio Oxigeno y de
e L CO2y O2
Dioxido de produccién Quantek
Carbono de CO2
Capacidad de Metoc_ip de
retencion compresioén entre
dos placas de
Con de agua wacrilat
inoculacion metacriiato
Dureza
E. coli 5 Elasticidad Textura APT
Texturémetro
Cohesividad
~ Sin Método Warner-
inoculacién Firmeza Bratzler
Texturbmetro

2.4Disefio de experimentos

Se realiz6 un disefio factorial fraccionado con tres factores (Recubrimiento, Vacio,
Inoculacion), teniendo dos niveles de variacibn en cada uno (con y sin
recubrimiento, con y sin vacio, con y sin inoculacion de E. coli). Se elaboré un
analisis de varianza de dos vias en donde se determiné que p < 0.05 representa
estadisticamente diferencias significativas en los tratamientos. Se desarrollaron
cinco tratamientos diferentes que se muestran a continuacion en la Tabla 8:
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Tabla 8. Tratamientos aplicados al envase activo

Sin nanocapsulas Sin inoculacion Sin vacio Control
2 mL de aceite de Sin inoculacién 260 mbar 2 Ac 260 mbar
romero en

nanocapsulas

Sin nanocapsulas 1.8x10° UFC/mL 260 mbar Inoc 260 mbar
2 mL de aceite de 1.8x10° UFC/mL Sin vacio 2 Ac Inoc
romero en

nanocapsulas
1 mL de aceite de 0.9x10% UFC/mL 510 mbar 1 Ac 900 510
romero en

nanocapsulas

Para el andlisis de datos se realiz6 un ANOVA empleando el programa de
computadora MINITAB 17. Los resultados corresponden a las tres repeticiones que
se realizaron a cada prueba, a excepcion de las pruebas de textura, que fueron

cinco.

2.5Actividades preliminares

2.5.1 Acondicionamiento de la camara de refrigeracion

Previo al almacenamiento del lomo de cerdo, se llevé a cabo la caracterizacion de
la camara de refrigeracion en donde se almacenarian las muestras, con el fin de
ajustar la temperatura de la cAmaraa 0 + 1 °C. Se tom¢ lectura de la temperatura y
humedad relativa cada 30 minutos por 24 horas utilizando un termohigrémetro
marca Lascar Electronics Modelo USB-2 Data Logger. En la Figura 6 se observan
los puntos de monitoreo en donde se colocaron los termohigrometros: en el centro

de cada seccion.
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06m

Figura 6. Ubicacion de termohigrometros en la camara de refrigeracion

2.5.2. Determinaciobn microorganismo a inhibir, concentracion del
microorganismo a inocular y selecciéon de agente inhibidor.

Se realizaron pruebas de inhibicion de crecimiento de las bacterias Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus en agar
infusion cerebro-corazén (BHI) con el plastico del envase recubierto con
nanocapsulas de aceite de romero (1 mL/L), eugenol (0.2 mL/L) y mezcla aceite de
romero-eugenol (1 -0.2 mL/L respectivamente) para evaluar el halo de inhibicién de
las nanocépsulas en el crecimiento de las bacterias antes mencionadas. Las
pruebas se realizaron con sembrado masivo en los agares a diferentes
concentraciones: 1.5x108 UFC/mL y 1.5x10°> UFC/mL. Al observarse que a la
concentracion de 1. 5x10° UFC/mL no crecian uniformemente las colonias, se opt6
por colocar una gota sobre el agar y encima colocar el plastico con el recubrimiento,

cada gota contenia 0.6x10% UFC/mL, procedimiento propuesto por Marino et al., en
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el 2001, ya que de esta manera se simulaba mejor la experimentacion posterior con

el producto y . Se inocularia la carne y se colocaria encima el envase con la pelicula

Finalmente se aumentd la concentraciéon hasta 1.8x10% UFC/mL. Se realizaron
pruebas de inhibicion nuevamente. Se eligié esta concentracion debido a que es la
concentracion minima que la carne ha llegado a presentar por contaminacion

cruzada (Franco et al., 2013).

2.5.3. Preparacion de nanocapsulas por emulsificacion-evaporacion

Las nanocapsulas con aceite de romero como elemento activo se prepararon por el
método emulsificacién-evaporacion. Se realizé una dispersion de aceite de romero
(2 g/L) con poli-e-caprolactona, la cual conformaria la fase organicay el estabilizante
alcohol polivinilico conforma la fase acuosa. Para la emulsificacion se homogeneiz6
a 4000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se adicion6 una dispersion de acido
polilactico, montmorillonita y glicerol como plastificante.

2.5.4. Evaluacién de tamafio de particula e indice de polidispersion de
nanocapsulas

El tamafio de particula e indice de polidispersion de las nanocapsulas se
determinaron mediante la técnica de dispersién de luz laser con un angulo fijo de
90° utilizando el equipo Zetasizer 4 a 25 °C. Para llevar a cabo la medicion es
necesario diluir las muestras con agua destilada. Las mediciones se realizaron por

triplicado.

2.5.5. Seleccion de materia prima

Se obtuvo la carne en un obrador y distribuidor de carne de cerdo (establecimiento
en donde se cuenta con el area de corte y deshuese) ubicado en Cuautitlan de
Romero Rubio, en donde se tiene una recepcion de canales de cerdo a 2 °C +2 °C
cada 24 horas, (después de las 36 horas del prenfriamiento necesarias posteriores

al sacrificio).
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La carne destinada a esta experimentacion se obtuvo 3 horas después de la
recepcion de canales en el establecimiento, en estado de post rigor; ya deshuesada
y cortada, de aproximadamente 2 cm de espesor para facilitar el envasado y la
preparacion de las muestras para las pruebas de textura. La temperatura de
recepcion fue de = 4 °C. La carne se adquirié en el mismo establecimiento en dos

dias distintos, de acuerdo con las necesidades de la experimentacion.

2.5.6. Preparacién de muestras (inoculacién)

Se realizdé una adaptacion de la metodologia descrita por Wang, et al. (2017), la
cepa de E. coli se sembr6 en agar infusion cerebro-corazon (BHI) y se incub6 a 37
°C durante 24 horas, posteriormente se sembrd por estrias en placas de agar
nutritivo y se incub6 a 37 °C durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo se tomé una

colonia aislada, la cual se coloc6 en caldo BHI y se incub6 a 37 °C durante 24 horas.

Para la preparacion del inéculo, se centrifug6 la suspension con microorganismos a
15000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante y el pellet fue
suspendido en 5 mL de agua peptonada al 0.1 % estéril para volverse a centrifugar
a 15000 rpm durante 15 min a 4 °C, nuevamente se descarté el sobrenadante y el
pellet obtenido se suspendi®é en agua peptonada al 0.1 %. Se determiné la

concentracion del indculo por medio de Nefelometria.

2.5.7. Aspersion de nanocapsulas en la superficie del envase

Empleando un aerégrafo marca ADIR se asperjo la solucion de las nanocapsulas
sobre la superficie del plastico que conforma al envase. El aerégrafo se colocé a
una altura de aproximadamente 12 centimetros sobre el plastico con ayuda de un
soporte universal (Figura 7a), esto para facilitar el asperjado a lo largo del plastico,
pero también para tener un control de la altura a la cual iba a ser asperjado y
asegurarse de que éste fuera homogéneo a lo largo del plastico. Se asperjo
aproximadamente 1.2 mL nanocépsulas por envase, esto con base a los resultados
de pruebas de inhibicion microbiana (ver apartado 2.5.2). Es importante mencionar

que al asperjar las nanocapsulas sobre el plastico transparente, este se vuelve
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opaco, dependiendo de la cantidad de nanocapsulas asperjadas (Figura 7c), por lo

gue es importante controlar el asperjado homogéneo.

a) b) C)
Figura 7. Aspersion de nanocapsulas en la superficie del envase a) Montaje de
aerégrafo. b) Antes de aplicar el recubrimiento. ¢) Después de aplicar el
recubrimiento

2.5.8. Curva de crecimiento de E. coli

Se construyé la curva de crecimiento de la bacteria E. coli, de acuerdo con la
metodologia propuesta por Mendoza et al., (1993). Se inocul6 un trozo de lomo de
cerdo (aprox. 100 g) con una solucién estandarizada de E. coli (1x108 UFC/mL,
aprox 100 uL), se distribuy6 en la superficie de la carne, se partié en 6 trozos del
mismo tamafio y se coloco en la incubadora en cajas petri (37 °C). Se extrajo un
trozo de carne durante cada hora por 5 horas. Cada trozo se maceré en tubos
Tembroeck con 2 mL de agua peptonada, del liquido obtenido se colocaron 50 uL
en tubos Eppendorf con agua peptonada. Se realizaron 5 diluciones decimales. De
cada dilucién se tomaron 15 pL y se colocaron en placas de agar BHI. Al transcurrir
las 5 horas se colocaron las cajas Petri en la incubadora a 37 °C durante 24 h. En
la Figura 16 (pagina 50) se puede observar la curva de crecimiento que se construyo

a partir de los resultados de la experimentacion.
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Se realiz6 el mismo procedimiento con un pedazo de lomo de cerdo en contacto con

en el envase activo (recubrimiento con 2mL/L de aceite de romero).

2.5.9. Envasado de muestras

Se envas6 aproximadamente 100 g de carne en bolsitas de polietileno de alta
densidad de 12 x 15 cm, se sellaron térmicamente con la Campana de gases
MULTIVAC, para los lotes que necesitaban vacio, la misma campana proporciono
el vacio (260 mbar). Una vez envasadas, las muestras se almacenaron en la camara

de refrigeracion a 0 °C durante 5 semanas.

Los 260 mbar se fijaron tras realizar una prueba de textura, en la que se determiné
el pico de deformacion del lomo de cerdo fresco. Tras esta prueba se determinaron
que el envasado a 260 mbar evitaria deformacién del lomo de cerdo al envasar, lo
gue a su vez afectaria los resultados de las pruebas realizadas a la carne después

de envasarla.

o Caracteristicas del material

El material utilizado para elaborar los envases que almacenaron la carne. fue
donado por la empresa Sealed Air de México Operations S. de R. L. de C. V.,
fabricado por Cryovac México. En la Tabla 9 (pagina 39) se presentan las
propiedades generales del material empleado; el cual es una pelicula multicapa
formada principalmente de polietileno de alta densidad, coextruida flexible, disefiada
para ser utilizada en cualquier sistema de termoformado, proporciona una excelente

formabilidad y encogimiento.
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Tabla 9. Propiedades generales del material de envasado (Sealed Air de México
Operations S. de R.L. de C.V.)

Ancho [cm] 12
Espesor [mils]* 40
T° de formado [°C] 75° a 90°
T° de sellado [°C] 130° a 160°
Tasa de transmisidon de oxigeno a 23 0.33
°C, 0 % HR [cm?3/100 in?/24 h]
Tasa de transmisién de vapor de agua 0.26
a 38 °C, 100 % HR [g/100 in?/24 h]
Resistencia de sello [Ib/in] 8.0

*mils milésimas de pulgadas

2.6. Actividades experimentales

2.6.1. Concentraciéon de oxigeno y diéxido de carbono en el espacio
libre de cabeza

Para medir la concentracion de CO:2 en el envase, producido a causa de la presencia
de E. coli, se utilizé el analizador de gases QUANTEK Modelo 905D (Figura 8a),
colocando un trozo de etilvinilacetato de 1 cm x 1 cm sobre el envase en el espacio
de cabeza, para impedir la fuga de gas del envase, se introdujo la punta de la aguja
del analizador de gases, procurando que no toque ninguna superficie tanto del

interior del envase como de la superficie de la carne.

2.6.2. Evaluacion de liguido drenado

Para la cuantificacion de liquido drenado de la carne en los envases se siguio la
metodologia descrita por Joo et al. en 1995 se extrajo con la ayuda de una jeringa
graduada, con la misma se conocié el volumen de liquido drenado de la carne
(Figura 8b).
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Figura 8. Pruebas al envase sellado. a) Determinacion de la concentracion de Oz
y CO2. b) Extraccion de liquido drenado

2.6.3. Evaluacion de pérdida de peso

Para la evaluacion de pérdida de peso se registro el peso inicial de la carne
envasada (100 g) y el peso al momento de hacer el muestro. El peso se determin6
con la balanza analitica marca ScoutPro. El porcentaje de pérdida de peso se

determin6 empleando la siguiente ecuacion (ec. 1):

peso inicial—peso final "

100 Ecuacién 1

% pérdida de peso =

peso inicial

2.6.4. Color

Se empleo el equipo Colorimetro Minolta modelo CM-600d para la determinacion
de color; el equipo fue calibrado empleando una placa blanca como referencia antes
de realizar cada medicién (Figura 9). La muestra se dejo al aire libre durante 30
minutos para permitir la oxigenacion de la mioglobina. El software del equipo

proporciono los datos de L*, a* y b*. Con dichas coordenadas se obtuvo el angulo
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de tonalidad (°Hue) y la cromaticidad (croma), los cuales fueron determinados

mediante las siguientes ecuaciones (Gonzalez-Hurtado et al., 2014):

b*

°Hue = tan_l(; Ecuacion 2
Croma = Va? + b? Ecuacion 3

Figura 9. Medicion de color empleando el colorimetro

2.6.5. pH

La determinacion de pH se llevé a cabo empleando un potenciometro digital marca
Hanna Instruments modelo HI213, previamente calibrado, con soluciones de buffer
4 y 7, al realizar cada medicion (Figura 10). La muestra fue triturada y
posteriormente filtrada para eliminar el tejido conectivo, de acuerdo con método
oficial de la AOAC 981.12
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Figura 10. Medicién de pH

2.6.6. Porcentaje de &cido lactico

Para la determinacién del porcentaje de &cido lactico, se siguid la metodologia
descrita en la norma NMX-F-511-1988, el cual consiste en determinar la acidez por
medio de una titulacion acido-base con una solucion de hidréxido de sodio 0.1 Ny
fenoftaleina al 1% como indicador. Se tomaron alicuotas de 10 mL de la solucion de
carne filtrada empleada para medir el pH (Figura 11). Se cuantifica el volumen
gastado para neutralizar el acido. Para determinar el porcentaje de acido lactico se

utiliza la siguiente ecuacion (Ec. 4)

(VNaor)(NNaoH)(Meqscido tactico) * 100 Ecuacion 4

% acido lactico =

Valicuota

Donde:

V naon= volumen gastado de NaOH [mL]

N naoH = normalidad de la solucién de NaOH [0.1 N]
Meq = miliequivalentes de acido lactico [0.09]

V alicuota = Volumen de alicuota de solucién de carne
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Figura 11. Titulacion de las muestras para determinar
porcentaje de acido lactico

2.6.7. Capacidad de retencién de agua

Para determinar la capacidad de retencién de agua se empled el método de
compresion entre dos capas de metacrilato descrito por Honikel (1998). Se realizé
con el texturometro (Texture Analyzer CT3 Brookfield). Se utiliz6 la sonda TA4/1000,
la cual es un cilindro de acrilico de 28.1 mm de diametro y 20 mm de espesor. La
prueba se llevé a cabo a una velocidad de 1 mm/s y una carga de activacion de 0.5
N y valor meta de 70 N. La muestra (2 cm x 2 cm x 2cm) se coloco entre dos
muestras de papel filtro (Figura 12a, pagina 45) a las que previamente se registré
su peso. Al finalizar la prueba se vuelve a registrar el peso del papel filtro, para
determinar la capacidad de retencion de agua con la ecuacion 5. La prueba se

realizd 5 veces.

myHy—(my—mg)

% C.R.A.= * 100 Ecuacion 5

miH;
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Donde:

m1 = masa de la muestra [g]

m2 = masa del papel filtro humedo [g]
ms = masa del papel filtro seco [g]

H = contenido en humedad de la muestra [g de H20/g de muestra)

2.6.8. Anédlisis de Perfil de Textura

Se utilizd el texturometro Texture Analyzer CT3 Brookfield para determinar la
firmeza de la carne, segun las siguientes especificaciones: valor meta 5 mm, carga
de activacion 0.5 N, velocidad de prueba de 1 mm/s y dos ciclos con un tiempo de
espera entre cada ciclo de 1 s. Se ocupé la sonda TA4/1000. La prueba se realizé
5 veces a cada nivel de variacion, a muestras de carne de forma cubica de 2 cm X
2 cm X 2 cm, ésta se coloco de tal manera que las fibras musculares estuvieran en

paralelo a la sonda (Figura 12b).

a) b c))
Figura 12. Pruebas de textura. a) Medicion de capacidad de retencién de agua
con el método de compresion entre dos placas de metacrilato. b) Analisis de Perfil
de Textura- c) Prueba de dureza con el método de Warner-Braztzler
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2.6.9. Firmeza

Para determinar la dureza se utilizo el texturémetro Texture Analyzer CT3 Brookfield
con la sonda Warner-Brétzler (Figura 12c), empleando la técnica esfuerzo de corte
en cizalla Warner-Bratzler descrito por Honikel (1998). Cada muestra (5.5 cm largo
X 2 cm de ancho x 2 cm espesor) fue pesada y cocida en horno durante 26 minutos
hasta alcanzar una temperatura interna de 71 °C y puesta en refrigeracion durante
24 h. Para la determinacion de firmeza se coloco la muestra de manera que las
fibras de la muestra estuvieran en paralelo a la sonda de corte, la velocidad de
prueba fue de 2 mm/s con una carga de activacion de 0.07 N y objetivo de 27 mm

para cortar completamente la muestra. Se realizaron 5 réplicas.

2.6.10. Analisis microbiolégico: coliformes totales

Para la determinacion de coliformes totales en la carne envasada se siguio la
metodologia de la técnica del nUmero mas probable, descrita en la NOM-112-SSA1-
1994. La técnica se basa en la determinacion de presencia o ausencia en réplicas
en diluciones consecutivas; las bacterias coliformes fermentan la lactosa incubadas
a 35 + 1 °C durante 24 a 48 h, resultando una produccién de acidos y gas, el cual

se manifiesta en las campanas de fermentacion de los tubos (Figura 13).

Figura 13. Prueba presuntiva en caldo lactosado de coliformes totales
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Para la fase presuntiva se empled caldo lauril sulfato sodio como medio y las
muestras fueron incubadas a una temperatura de 35 °C por un periodo de 48 h, para
aquellas pruebas en las que se observo la formacion de burbuja en la campana de

Durham, se procedio a realizarles la prueba confirmativa (Figura 14).

Figura 14. Prueba confirmativa caldo lauril sulfato sodio de
coliformes totales
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CAPITULO lll. TRATAMIENTO Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Actividades preliminares

3.1.1. Acondicionamiento de la cAmara de refrigeracion

Para la conservacion de la carne de cerdo, es importante mantener el control de la
temperatura durante el almacenamiento, ya que ésta puede afectar
considerablemente sus caracteristicas de calidad y microbiolégicas (Medi et al.,
2018). En la Figura 15 se muestra los cambios de temperatura registrados en la
camara de refrigeracion. Se observan alteraciones en el los ultimos periodos de la
curva, esto se atribuye a que muy probablemente la puerta de la camara de
refrigeracion fue abierta. Para futuras experimentaciones se recomienda realizar
esta prueba asegurandose que no se abra la puerta de la cAmara en ninguna
circunstancia. De las tres mediciones que se le realizaron a la camara de
refrigeracion, se obtuvo un promedio de 0.8 °C =1 °C. Finalmente se ajusté el
termostato de la camara para asi asegurar el almacenamiento del producto en

condiciones adecuadas.

3.1.2. Determinacién microorganismo, concentracion del microorganismo
ainocular y seleccion de antimicrobiano

Se realizaron pruebas de inhibicién a los microorganismos mencionados, en el dia
1y 7 después de haber colocado los recubrimientos. De acuerdo con la cantidad de

colonias que crecieron, el tamafio y la inhibicibn del crecimiento de estas, se
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determind que la bacteria E. coli fue la mas sensible a cualquier tratamiento, ya que
presentd menor crecimiento de colonias a comparacion de las demas bacterias. El
recubrimiento elaborado con nanocépsulas de aceite de romero fue el que presenté
un mayor efecto antimicrobiano para cualquiera de las bacterias, especialmente

para E. coli.

Temperatura prom en la camara de refrigeracion
2

1.5

0.5

Temperatura [°C]
o

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Tiempo [min]

Figura 15. Cambios de temperatura y humedad relativa en la cAmara de

refrigeracion

3.1.3. Curva de crecimiento de E. coli

En la Tabla 10 se registraron los resultados obtenidos de recuento microbiano
durante cada hora de experimentacion, observandose una disminucion en la
poblacién bacteriana en el lomo de cerdo envasado con el recubrimiento que tiene
2 mL/L de aceite de romero, se determind el porcentaje de inhibicion en el
crecimiento de la bacteria en la carne en contacto con el recubrimiento con respecto
a aquella sin envasar. Se puede observar una disminucién de crecimiento en la fase

logaritmica de alrededor del 80 %, el mayor porcentaje de inhibicién
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(aproximadamente de 96 %) se presentd después de 2 h de incubacion, se le
atribuye al mayor tiempo de exposicion de la bacteria a los elementos activos (aceite
de romero) del recubrimiento, sin embargo esto no significa que al dejar mas tiempo
la carne expuesta al recubrimiento, este tendr4 mayor efecto sobre las bacterias;
este tiene un limite, ya que se observé que a partir de las 3 h el porcentaje de
inhibicion comenzo6 a disminuir, quedandose en un 86% después de 5 horas de
incubacion. Farbood et al. (1976) obtuvieron resultados similares, presentando una
ligera inhibicion de E. coli con un tratamiento de aceite al 1%; sin embargo, el efecto

inhibidor fue mayor para bacterias gram positivas.

Tabla 10. Unidades formadoras de colonias registradas en el lomo de cerdo con

respecto al tiempo.

Lomo de Lomo de cerdo envasado
cerdo
Hora UFC/mL UFC/mL Porcentaje de
103 103 inhibicion
0 0.62 0.50 -
1 0.81 0.77 5.03
2 1.77 0.06 96.61
3 3.00 0.36 88.00
4 3.86 0.4 89.83
5 4.21 0.58 86.22

En la Figura 16 se observa la curva de crecimiento de la bacteria E. coli. Para el
caso de la carne sin envase activo se observa una curva tipica de crecimiento del
microorganismo, despueés de 5 h aun se registra crecimiento de la bacteria, lo cual
es esperado dado que la carne contiene los nutrientes necesarios para el desarrollo
de la misma. Para el caso de la carne en contacto con el recubrimiento de aceite de
romero del envase activo, se observa una disminucion notable en la poblacion

bacteriana a partir de las 2 h, ya que disminuy6 la poblacién de 0.77 x10° UFC/mL
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hasta 0.66 x102 UFC/mL, es decir, disminuyé en un logaritmo la poblacién
bacteriana en la superficie de la carne. A partir de las 3 h se vuelve a presentar un
crecimiento en la poblacion bacteriana, sin embargo, se observa que la velocidad
de crecimiento es menor en comparacion de la carne que no estuvo en contacto con

aceite de romero.

A las 5 h se registré el crecimiento de 0.58 x102 UFC/mL para el lomo de cerdo en
envase activo, valor que es un logaritmo menor al registrado a la misma hora en el

lomo de cerdo sin envasar.

Curva de crecimiento E. coli

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500 £ -

103 UFC/mL

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo [h]
—@— Carne Carne envasada

Figura 16. Curva de crecimiento de E. coli en carne fresca y carne en contacto con
un envase activo.

La reduccién en el crecimiento poblacional bacteriano se atribuye a las propiedades
antimicrobianos de los terpenos que constituyen al aceite de romero. Debido a su
caracter lipofilico, estas moléculas pueden penetrar a traves de la membrana celular
hasta llegar al citoplasma de la bacteria, comprometiendo la viabilidad de la bacteria

(Sirocchi et al., 2017). El recubrimiento en el envase activo demostro ser efectivo,
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al observarse una disminucion en un logaritmo en la fase exponencial de
crecimiento y disminucion notable en velocidad de crecimiento de la poblaciéon
bacteriana de E. coli en condiciones extremas que favorecieron el crecimiento de la
bacteria (37 °C). El margen de proteccién es bastante amplio, ya que no se espera
que el almacenamiento del producto llegue a esas condiciones extremas y sin
embargo se logré una disminucién en el crecimiento poblacional de la bacteria E.

coli.

3.2Actividades experimentales

3.2.1. Concentracion de oxigeno y dioxido de carbono en el espacio libre de
cabeza

La Figura 17 muestra los cambios en el porcentaje de concentracion de oxigeno
presente en el espacio de cabeza durante el almacenamiento de lomo de cerdo
envasado en 5 distintos tratamientos. Se observa que para el dia 0 existe una
concentracion mas alta de lo normal en todos los envases, esto se atribuye a un

error al momento de hacer la medicion.

El comportamiento de la concentracion de oxigeno muestra que existe una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en el factor de Inoculacion, es
decir aquellos envases que estaban inoculados con E. coli presentaron valores
menores de concentracién de oxigeno debido a la presencia del microorganismo, el
cual es anaerobio facultativo, es decir que puede crecer en presencia y ausencia de
oxigeno. El microorganismo consumio parte del oxigeno presente en el espacio de
cabeza del envase, incluido en aquellos envases que se sellaron al vacio, dado que
no fue un completo vacio para evitar dafiar la estructura de la carne y asi afectar
sus propiedades texturales, qued6 oxigeno residual en el espacio de cabeza,

posteriormente consumido por microorganismos.
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Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanocencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nancencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E colf
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm

o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 17. Concentracion de Oxigeno en el espacio de cabeza

En la Figura 18 (pagina 53) se muestra el porcentaje de produccion de CO:2 en el
espacio de cabeza con respecto al tiempo de almacenamiento, demostrando que
aumentd la produccion de CO:2 con respecto al tiempo de almacenamiento,
resaltando que existen diferencias significativas con respecto a los tratamientos que
estan envasados a vacio (p < 0.05). El envasado a vacio ademas de reducir el

espacio de cabeza favorece a liberacion del jugo de la carne, el CO2 es absorbido



en la fraccion lipidica y en el agua liberada del lomo de cerdo de la carne (Boskovic
et al.,, 2017) por lo que no se presenté abombamiento en los envases ni gran

incremento en la concentracion del gas.
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Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceit2= de romero nancercapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencansulado en recubrimienta,
envasado a 200 moar de vacio

o 2 Acinoc: 2 mL deaceite de romero nanozncapsulado en recubrimiento, E colf
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrmiento, sin inoculacidn, envasade a P atm

o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 18. Produccion de Dioxido de Carbono en el espacio de cabeza.

Se observa que, para aquellos tratamientos sin inocular, no hubo produccion de CO:2

hasta el dia catorce, presentando valores entre 1 y 2 %, para los tratamientos
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inoculados, a partir del dia 7 se observo produccion de CO:2 de entre 2.4 y 3.6 %,
atribuyendo esto a la presencia de E. coli, bacteria que, al fermentar el glucégeno,

produce CO:..

3.2.2. Liquido drenado

El liquido drenado se refiere a la acumulacion de una solucién acuosa roja de
proteinas en carne refrigerada y empaquetada. Es una variable importante
relacionada con la rentabilidad y calidad de los productos carnicos frescos tanto
para la industria como los consumidores (Zhu et al., 2017). El liquido drenado
parece ser dependiente del estado de contraccion (sarcomeros contraidos, fibrillas
o fibras musculares) después de la instauracion del rigor y es debido a la reduccion
del espacio filamental, cambios en la membrana celular (fenémenos osméticos y
cambios en la permeabilidad), que resulta en una liberacion del agua en el espacio
extracelular, en definitiva el rigor (contraccidon) actuaria exprimiendo el muasculo
(Honikel, 1998).

El registro de la cantidad de liquido drenado del lomo de cerdo envasado en 5
diferentes tratamientos almacenados a 0 °C, se observa en la Figura 19 (pagina 55).
Para los diferentes tratamientos se encontré que existen diferencias significativas
para aquellos que estaban envasados al vacio (p < 0.05), mostrando los valores
mas altos de liquido drenado (3.7 — 4.4 mL en la Ultima semana), esto se debe a
qgue el vacio promueve la liberacion de jugos en la carne que se acumulan en los
pliegues superficiales de la misma creados por el envase que la envuelve (Li et al.,
2012).
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liguido drenado [mL]
|
-\-\.\?

Ml

Dia O7 4177 224 0 74T 224 0 74T 224 0 714177224 0 714177 224
1 Ac 900 510mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mibar

Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanoencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recukbrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL ce aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E. coli
inoculadz 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o= Control: sin recubrimiento, sin inoculacion, envasado 2 P atm

o Inoc 260 mbar: E coli inoculadz 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 19. Liquido drenado del lomo de cerdo envasado.

3.2.3. Porcentaje de pérdida de peso

La pérdida de peso es un parametro importante en la produccion y venta de carne,

ya que tiene un gran impacto econémico en ellos.

En la Figura 20 se observan los cambios de porcentaje de pérdida de peso en el
lomo de cerdo envasado con diferentes tratamientos, almacenado a 0 °C. Con

relacion al porcentaje de pérdida de peso, se determind que existen diferencias
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significativas en los tratamientos con aceite e inoculados. Se observé una mayor
pérdida de peso con respecto al tiempo, en especial para el control y los lotes que
estaban inoculados, presentando valores de 6.2 % el control y los inoculados entre
3.4y 3.8 % para el dia 24. Aquellos lotes con tratamiento con aceite de romero

presentaron los menores valores de pérdida de peso al dia 24 (no mayores a 3%).

ol

Dia O 714172124 0 714172124 0 74172124 0 714172124 0 71417 2124
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mbar

% pérdida peso
(oY) 4=

(%]

ey

Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanocencapsulado en
recubrimiento, E. colf inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, £ colf
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm

o Inoc 260 mbar: E. coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 20. Determinacion de la pérdida de peso durante el almacenamiento del
lomo de cerdo.
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El porcentaje de pérdida de peso esta ligado directamente a la cantidad de liquido
drenado en cada envase, dicha relacion se observa claramente en el lote control,
en el que a medida que aumentaba el tiempo de almacenamiento, aumento la
cantidad de liquido drenado y consecuentemente la pérdida de peso, esto se
atribuye principalmente a la degradacion de proteinas miofibrilares, lo que provoca
el aumento del espacio extracelular (Offer & Cousins, 1992). En el tejido muscular
vivo hay muy poco espacio extracelular, la separacion de las fibras musculares se
produce después de la muerte. El movimiento de agua desde el espacio extracelular
gue permite la migracion del agua a la superficie de la carne depende de la longitud
de formacion de estos canales, que a su vez depende del nivel de degradacion de

varias proteinas musculares (Hughes et al., 2014).

3.2.4. Color

Se considera que el color de la carne fresca es el atributo sensorial mas importante
de calidad del producto, ya que los consumidores utilizan el nivel de decoloracion
como un indicador de frescura y salubridad (Jeremiah, 2001).

El color en la carne de cerdo depende en gran medida de la cantidad de mioglobina
y del contenido en su forma oxigenada (Oximioglobina MbQOz2), la forma oxidada
(metamioglobina MetMb) y la forma reducida (Deoximioglobina Mb)(Karamucki et
al., 2013).

Es importante mencionar que para los lotes inoculados sélo se les determiné el color
el dia 0 y dia 7, dado que el dia 7 ya presentaban un olor bastante desagradable,
atribuido principalmente a la presencia de E. coli que acelerd la descomposicién del
lomo de cerdo envasado a estas condiciones. El lote control fue muestreado hasta
el dia 17, dia en el que mostrd ya un olor insoportable. El tratamiento 2 Ac 260 mbar

fue muestreado hasta el dia 21 por las razones ya mencionadas.

a) Luminosidad
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La luminosidad se correlaciona al estado fisico de la carne, debido al pH del
musculo, a la estructura de las fibras musculares y a la cinética implicada para
establecer el rigor mortis (Brafia Varela et al., 2011). La luminosidad generalmente
incrementa en la carne y productos carnicos almacenados en refrigeracion atribuido
probablemente a la oxidacion de la carne (Bingol & Ergun, 2011). La Figura 21
(pagina 59) muestra el comportamiento de la luminosidad en funcién a la
composicién del envase activo y a la inoculacién de E. coli, mostrando que sobre
todo en las muestras inoculadas presentan una mayor pérdida de luminosidad con
respecto al tiempo, sin embargo se resalta que el lote envasado al vacio de 260
mbar y 2 g/L de aceite de romero nanoencapsulado mostré un incremento en la
Luminosidad durante el tiempo de almacenamiento hasta el dia 17 para permanecer
sin variacion hasta el final del almacenamiento, lo que implica que durante este
tiempo el producto se estabilizd. Se observé un comportamiento parecido en el lote
control, en donde los valores de Luminosidad incrementaron ligeramente hasta el
dia 14.

El dia 0 todos los lotes de los 5 tratamientos diferentes presentaron valores similares
de luminosidad de = 56, estos resultados coinciden con los reportados por
Karamucki et al. (2013). Para el dia 7, se observé una notable disminucion en los
lotes inoculados, mostrando valores de 49 — 52.5. Para los tratamientos Control y 2
Ac 260 mbar se registraron valores de L* de 56-57.5 durante el almacenamiento.
Los resultados coinciden con los reportados por Sirocchi et al., (2017) en donde los
valores de L* para condiciones de vacio incrementaron ligeramente y durante los
primeros 5 dias se obtuvieron valores de L* mayores para las muestras sin
envasado activo (control), atribuido a la acumulacion de agua, expulsada

naturalmente por las proteinas, en la superficie de la carne.
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60.0
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55.0¢

52.5

Luminosidac

50.00

475

4348
Dia 07 4717 A 0 71417 21 0 71417 A 0 7 14717 21 0 F 417 2
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mbar

Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanoencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 Aclnoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E coli
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm

o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 21. Luminosidad de los distintos tratamientos del lomo de cerdo envasado.

En la Figura 22, se muestra el diagrama de Pareto obtenido del andlisis del disefio
factorial fraccionado propuesto, observandose que el hecho de inocular las
muestras contribuy6 significativamente en los cambios de luminosidad de la carne

debido al crecimiento y generacion de metabolitos por parte de E. coli.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Luminosidad, a = 0.05)
Term 2020
: Factor Name
A ACEITE
B INOCULACION
B c VACIO
|
A 1
|
|
1
G i
|
00 05 10 15 20 25 30
Standardized Effect

Figura 22. Diagrama de Pareto para Luminosidad

Al realizar el analisis estadistico se determind que existen diferencias significativas
para aquellos lotes inoculados (p < 0.05). Se observo el mismo comportamiento en

los valores de Cromaticidad y ° Hue.

b) Cromaticidad

El croma se utiliza para determinar el grado de diferencia de un color en
comparacion a un gris con la misma claridad, considerado un atributo cuantitativo
de visualizacion de la intensidad de un color (Gonzalez-Hurtado et al., 2014). El
croma se relaciona con la concentracion de mioglobina, que influye directamente en

la saturacion del color del musculo.

Los valores correspondientes a la cromaticidad de los diferentes tratamientos de
lomo de cerdo envasado refrigerado a 0°C se muestran en la Figura 23. Al realizar
el andlisis estadistico se determind que para los tratamientos con inoculacion de E.

coli presentaron diferencias significativas (p < 0.05). Se determinaron valores de
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Croma menores a aquellos que no estaban inoculados, una vez mas eso se le

atribuye al hecho de comprar la carne en dias diferentes.

12
3
g
@ B _
10
g L |
Dia a 7 1ir 2 0 7 1417 21 o 7 14177 A a7 4ir 2 a7 1417 21
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mbar
Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanocencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E. colf
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a F atm

o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 23 Cromaticidad de los diferentes tratamientos del lomo de cerdo
envasado.
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Los resultados obtenidos de Croma coinciden con los reportados por Gonzéalez-
Hurtado et al. (2014); ya que se observé que los valores de Croma disminuyeron
con el paso del tiempo de almacenamiento (con excepcion del lote 2 Ac 260 mbar),
esto se atribuye principalmente a la formacion de Metamioglobina, lo que oscurecié

al corte de lomo de cerdo, al observar una disminucion en los valores de a*.

Como se hareportado en la literatura, existen compuestos antioxidantes en el aceite
esencial de romero, los cuales protegen a la mioglobina de oxidarse y evitar la
formacion de metamioglobina, lo que provoca la reduccién de los valores de a*
(Nerin et al., 2006). Se observo en el lote 2 Ac 260 mbar que tanto los valores de
Croma como de a* aumentaron ligeramente hasta el dia 14 (de 11.58 hasta 11.95,
a partir de ahi fue disminuyendo hasta 11.84), este comportamiento coincide con lo
reportado por Lorenzo & GOmez (2012). El uso de nanocépsulas de aceite de
romero sobre el envase ayudoé a preservar durante mas tiempo las condiciones de
color del lomo de cerdo envasado a 260 mbar, ya que fue el tratamiento que

presentd menor variacion en los datos obtenidos.
c) Angulo de tono

Es el atributo que ubica el color en los tonos tradicionalmente definidos como, por
ejemplo, en el caso especial de la carne, el rojizo y verdoso; este atributo esta
relacionado con las diferencias de absorbancia a diferentes longitudes de onda en
el espectro visible (Antonio et al., 2005). El tono es determinado por el estado

quimico del pigmento de mayor concentracion, que en este caso es la mioglobina.

Los valores del &ngulo de tono en los diferentes tratamientos de lomo de cerdo
envasado se muestran en la Figura 24. Se observo que para los tratamientos
inoculados presentaron diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a los
demas, se observé que en 7 dias los valores de los lotes con este tratamiento
disminuyeron de = 85 a valores entre 80 — 83.5. Para el caso del tratamiento que
contiene nanocapsulas de aceite de romero, 2 Ac 260 mbar y el tratamiento control

también se observa una disminucion en los valores de angulo de tono, presentando
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valores entre 83 (control) y 86 (2 Ac 260 mbar) el dia 0, los cuales disminuyeron
hasta 79 para el tratamiento control y a 77 para el tratamiento 2 Ac 260 mbar. Bingol
& Ergun (2011) encontraron de igual manera que el &ngulo de tono disminuy6 con

respecto al tiempo de almacenamiento.

s [, : o
i - 8
o Ll
£ 80
2 L]
754
Dha 0741721 0 71417 A 0 7 14172 0 714172 0 7 1417 2
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 AC Ino Control Inoc 260 mbar
Motas:

= 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romeroc nanocencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 Aclnoc: 2 mL de aceite d= romero nancencapsulado en recubrimiento, E coli
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrnimiento, sin inoculacion, envasado a F atm

o Inoc 260 mbar: E. coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 24. Angulo de tono en los diferentes tratamientos en el lomo de cerdo
envasado.
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3.2.5. pH

El pH es un pardmetro de gran importancia en la industria carnica, ya que ayuda a
diferenciar la calidad de la carne. El pH esta significativamente correlacionado a
atributos como el color y la capacidad de retencion de agua, los cuales son
caracteristicas muy importantes que influyen en la decision de compra del

consumidor (Holmer et al., 2009).

En la Figura 25 (pagina 65) se observan los cambios que presenté el lomo de cerdo
envasado con 5 tratamientos, durante su almacenamiento a 0 °C. Al realizar el
andlisis estadistico se determiné que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos (p < 0.05), Se puede observar el efecto estadistico en la Figura 26

(pagina 66).

Al igual que el color, no se evalué el pH ni el porcentaje de &cido lactico presente
en aquellas muestras inoculadas, debido al mal olor que presentaron desde el dia
7 debido a la presencia de la bacteria E. coli, la cual acelerdé el proceso de

descomposicion del producto.

Se observa que para el tratamiento 2Ac 260 mbar hubo un incremento en el pH
durante los primeros dias, esto coincide con lo reportado por Gonzalez-Hurtado et
al., (2014), Franco et al., (2011) y Holmer et al., (2009), el incremento de pH se
atribuye a la degradacién de proteinas lo que lleva a la produccién de aminoacidos
libres que conducen a la formacion de NHs y de aminas, compuestos de reaccion

alcalina (Karabagias et al., 2011).

A partir del dia 14 se observo una ligera disminucion en los valores de pH en los
tratamientos evaluados, atribuido a la posible produccion de acido lactico por la
presencia de bacterias acido-lacticas y la disolucion de CO: en la fase acuosa de la

carne (Leygonie et al., 2011).

Bingol & Ergun (2011) observaron el mismo comportamiento en el pH en la carne

de avestruz envasada en diferentes atmasferas, atribuyéndolo de igual manera a la
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degradacion del glucogeno y produccidn de acido lactico por presencia de bacterias

acido-lacticas.

6.0

5.9

5.8

pH

” i

5.5 =
5.4 =
5.3
Dia 0 F 1417 21 0 7 41F 2 0 7 1417 2 0 F 1417 2 0 F 1417 2
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac lmoc Control Inoc 260 mbear
MNotas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanoencapsulado en
recubrimiento, E. cali inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanocencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mb ar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoe ncapsulado en recubrimiento, E. coll
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm

o Inoc 260 mbar: E colf inoculada 1800 UFC/mL, 2600 mbar de vacio

Figura 25. Cambios de pH durante el almacenamiento de lomo de cerdo
envasado.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is pH, a = 0.05)
Term 2020
: Factor Name
| A ACEITE
! B INOCULACION
B ! c VACIO
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|
A |
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1
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|
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Standardized Effect

Figura 26. Diagrama de Pareto para el pH.

3.2.6. Porcentaje de acido lactico

El &cido lactico se encuentra de manera natural en el musculo del animal. Al morir
el animal, el glucégeno presente en el musculo se degrada a glucosa y por via
anaerobia éste produce piruvato el cual se transforma en lactato y posteriormente

produce acido lactico.

En la Figura 27 se presentan los cambios en el porcentaje de acido lactico presente
durante el almacenamiento a 0 °C de lomo de cerdo envasado en 5 tratamientos
diferentes. Al realizar el analisis estadistico se determind que no existen diferencias

significativas entre los distintos tratamientos (p < 0.05).

Se observa una tendencia general en todos los tratamientos de un aumento en el
porcentaje de acido lactico presente con respecto al tiempo de almacenamiento,

este comportamiento coincide con el reportado por Simpson et al. (1994), el
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aumento de acido lactico presente se debe a la produccién de este por bacterias

acido-lacticas presentes en la carne.

017

016

015

0.14

% acido lactico

Q13

012

011

Dia 0714172 074177 0714772 074174 0T 41T A
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mbar

Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanocencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E coli
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm

o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 27. Cambios en el porcentaje de acido lactico presente durante el
almacenamiento de lomo de cerdo envasado.
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3.2.7. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (C.R.A.) esta definida como la propiedad de la
carne fresca de retener su propia agua durante el corte, calentamiento, trituracion,
prensado, transporte, almacenamiento y coccion (Pearce et al., 2011). El agua
contenida en la carne aparte de tener un papel importante en la estructura del
musculo permitiendo la difusion e interaccién de sustratos y enzimas, también
determina la plasticidad, rigidez y gelatinizacion de las proteinas insolubles, por lo
que la capacidad de retencién de agua no solo es importante para la aceptacion
visual y sensorial del producto final, sino que también toma un papel importante en
la formacion del musculo y consecuentemente afecta la calidad del mismo (Hughes
et al., 2014).

Debido al mal olor y descomposicién que presentaron desde el dia 7 los lotes
inoculados, a causa de la presencia de la bacteria E. coli, no se les realizaron las
pruebas tanto de capacidad de retencion de agua, analisis de perfil de textura ni

firmeza.

En la Figura 28 se presentan los cambios en el porcentaje de capacidad de
retencion de agua durante el almacenamiento a 0 °C de lomo de cerdo envasado
en 5 diferentes tratamientos. Se determiné que existen diferencias significativas
para los lotes que presentan inoculacion (p < 0.05). Se observa una ligera
disminucién de la capacidad de retencién de agua con respecto al tiempo, esto se
atribuye a que las proteinas del musculo de la carne han comenzado a
desnaturalizarse, favoreciendo asi la liberacién de agua del tejido al aplicarle una
fuerza externa (Fuentes-Lopez et al., 2012). En el lote 2 Ac 260 mbar no se observo
una disminucion estadisticamente significativa, lo que se atribuye al hecho de que
el agua fue liberada al momento de envasar al vacio el lomo de cerdo. El lote control
presenta mayor diferencia en la disminucion de C.R.A. con respecto al tiempo, al no
estar envasado en una atmasfera modificada y no tener recubrimiento, se atribuye

a la degradacion de las proteinas citoesqueléticas, lo que provoca un mayor
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encogimiento mayor de la célula muscular en general (Huff-Lonergan & Lonergan,
2005).

90 _
89
L)
BB
< 87 ﬂ
=
L]
# 86
85
84
B3
Dia O 7 1417 0 7 1417 07 417 07 1417 0 7 1417
Tratamiento 1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mbar
MNotas:
o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanocencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 800 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio
o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
ervasado a 260 mbar de vacio
o 2 Acinoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E. coli
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm
o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm
o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de wvacio

Figura 28. Cambios en la capacidad de retencion de agua durante el
almacenamiento de lomo de cerdo envasado.

3.2.8. Analisis de perfil de textura

La dureza determinada durante el primer ciclo representa la fuerza que se requeriria
durante la primera mordida y la dureza del segundo ciclo corresponde a la fuerza

necesaria para alcanzar un determinado grado de deformacién (Alende et al., 2014).
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En la Figura 29 se observan los cambios en la dureza correspondiente al primer
ciclo en el APT durante el almacenamiento a 0 °C de lomo de cerdo envasado en 5
diferentes tratamientos y la Figura 30 (pagina 72) representa los cambios en la
dureza correspondiente al segundo ciclo en el ATP. Para la dureza del ciclo 1 no se
observaron diferencias significativas (p < 0.05) en el analisis estadistico, sin
embargo para la dureza en el ciclo 2 se observdO que existen diferencias

significativas para los tratamientos que estan inoculados.

18

16

14

12

APT Dureza Ciclo 1 [N]

10

3
Dia o0 7 14 07 a0 7 1417 o0 7 14 17 0 7 4 17 0 7 4 17
1 Ac 900 510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Controd Inoc 260 mbar

Motas:

o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanoencapsulado en
recubrimiento, E. calf inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio

o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio

o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E coli
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm

o Control: sin recubrimiento, sin inoculacidn, envasado a P aim

o Inoc 260 mbar: £ coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 29. Cambios en la dureza correspondiente al primer ciclo en el APT durante

el almacenamiento de lomo de cerdo envasado.
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Como se ha mencionado anteriormente, solamente se realizaron pruebas de textura
el dia 0 y dia 7 a los envases inoculados, debido al fuerte olor desagradable que
presentaron las muestras. Al lote control se le hicieron pruebas de textura hasta el
dia 14 y al lote con tratamiento 2 Ac 260 mbar se le hizo pruebas de textura hasta

el dia 17 por las razones mencionadas anteriormente.
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1 Ac 900510 mbar 2 Ac 260 mbar 2 Ac Inoc Control Inoc 260 mbar
Notas:
o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanoencapsulado en
recubrimiento, E. cofi inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio
o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio
o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E colf
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a P atm
o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm
o Inoc 260 mbar: E coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 30. Cambios en la dureza correspondiente al segundo ciclo en el APT
durante el almacenamiento de lomo de cerdo envasado.
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Para ambos casos (ciclo 1 y ciclo 2) se observa en todos los tratamientos la
disminucién de dureza con respecto al tiempo, esto se debe principalmente a la
degradacion de las proteinas miofibrilares de la carne. Se observa que, con el paso
del tiempo, la diferencia de dureza del ciclo 1y 2 es mayor, esto quiere decir que la
muestra fue perdiendo su capacidad de recuperacion tras ser sometida a una

fuerza.

Taylor et al. (1995) reportaron altos valores de indice de fragmentacion miofibrilar
con respecto al tiempo lo que indica un mayor grado de protedlisis, atribuyendo asi
la disminucién de dureza en la carne con respecto al tiempo; se deduce entonces
gue la presencia de E. coli favorecio la rapida desnaturalizacion de dichas proteinas,
por lo que se observan grandes diferencias en la dureza del dia 0 al dia 7 en estos
tratamientos, presentando la diferencia mas grande el tratamiento Inoc 260 mbar,
notandose en menor medida en el tratamiento 1 Ac 900 510 mbar; se observa
también que hubo una ligera disminuciébn en los valores de dureza para el
tratamiento 2 Ac 260 mbar, deduciendo que el uso de nanoparticulas de aceite de

romero ayuda a preservar por mas tiempo la dureza en la carne.

3.2.9. Firmeza

La firmeza es generalmente considerada por los consumidores como uno de los

atributos mas importantes de calidad de la carne (Strydom & Hope-Jones, 2014).

La firmeza se midi6 empleando el método de Warner-Bréatzler, el cual realiza una
medida de la fuerza maxima de corte ejercida durante la ruptura completa de una
muestra. El cizallamiento se realiza perpendicularmente a las fibras con ayuda de

una cuchilla que se desliza a velocidad constante por un motor eléctrico.
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Para todos los tratamientos se observa en la Figura 31 que los valores de firmeza
disminuyen con respecto al tiempo, en general esta tendencia coincide con los datos
presentados previamente para el almacenamiento de carne de cerdo, en la que se
produce una marcada disminucién de los valores en la fuerza de corte de W-B

durante las primeras semanas de almacenamiento (Juarez et al., 2011).
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Notas:
o 1 Ac 900 510 mbar: 1 mL de aceite de romero nanoencapsulado en
recubrimiento, E. coli inoculada 900 UFC/mL, envasado a 510 mbar de vacio
o 2 Ac 260 mbar: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento,
envasado a 260 mbar de vacio
o 2 AcInoc: 2 mL de aceite de romero nanoencapsulado en recubrimiento, E coli
inoculada 1800 UFC/mL, envasado a F atm
o Control: sin recubrimiento, sin inoculacién, envasado a P atm
: o Inoc 260 mbar: E. coli inoculada 1800 UFC/mL, 260 mbar de vacio

Figura 31. Cambios en la firmeza durante el almacenamiento de lomo de cerdo
envasado.
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Al realizar un andlisis estadistico se observé que existen diferencias significativas
en los tratamientos que estan inoculados (p > 0.05); la reduccién de los valores en
la firmeza con respecto al tiempo se debe al envejecimiento de la carne, esto
provocado a fendmenos proteoliticos que conducen a una alteracion en la estructura
miofibrilar, al haber presencia de microorganismos, los lotes inoculados sufrieron
una pérdida mas rapida de firmeza debido a una protedlisis enzimatica y también
por presencia de microorganismos. Los principales sistemas enzimaticos
involucrados en la protedlisis post-mortem son la calpaina y catepsina (Koohmaraie
etal., 1991). Las dos enzimas van actuando en el ablandamiento de la carne, Zeece
et al. (1986) observo que se hallan involucradas en la disminucién de las proteinas
citoesqueléticas (titina y nebulina); las dos se van haciendo mas inestables con el

almacenamiento, afectando asi la terneza de la carne.

3.2.10. Andlisis microbiolégico: coliformes totales

El crecimiento microbiano, es la principal causa del deterioro de la carne
almacenada en refrigeracién; el tipo y nimero de microorganismos, son factores
importantes que inciden en la velocidad de alteracion del producto (Hendrick et al.,
2001).

En la Tabla 11 se muestran los resultados de las pruebas microbiolégicas
correspondientes a coliformes fecales. Se realiz6 el seguimiento durante 4
semanas. Como era de esperarse, la poblacion bacteriana aumento con respecto al

tiempo, sin importar el tratamiento.

En la primera semana, el tratamiento 2 Ac 260 mbar presentoé el menor numero de
bacterias coliformes (93 Numero Mas Probable) en comparacion con los demas
tratamientos. Aquel que también tiene recubrimiento 2 Ac Inoc también presento un

menor namero de coliformes totales (290 NMP), esto se le atribuye a recubrimiento
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con aceite esencial de romero, que como se mencion6 en el apartado 3.1.3., el
aceite esencial de romero posee compuestos con la capacidad de penetrar en la
membrana celular de las bacterias, razon por la cual se observa una disminucién en
el crecimiento de la poblacion bacteriana. En la segunda semana, el tratamiento 2
Ac 260 mbar aumentd su NMP de coliformes totales de 93 hasta 150 y el tratamiento
2 Ac Inoc de 290 hasta 1100 NMP, demostrando asi que, si bien las nanocapsulas
de aceite de romero no inhiben totalmente el crecimiento de las bacterias coliformes,
si disminuyen notablemente su crecimiento. Para los demas tratamientos, a partir
de la segunda semana se registré un conteo mayor a 1100 NMP. Tanto E. coli como

demas bacterias coliformes pueden crecer en condiciones anaerobias.

Tabla 11. Resultados de pruebas microbiologicas: coliformes totales. Técnica del

namero mas probable

Tratamiento Semanal Semana?2 Semana3 Semanai4

Control >1100 >1100 >1100 >1100
2 Ac 260 93 150 >1100 >1100
mbar

Inoc 260 >1100 >1100 >1100 >1100
mbar

2 Ac Inoc 290 1100 >1100 >1100
1 Ac 900 1100 >1100 >1100 >1100
510 mbar

Sirocchi et al. (2013) demostraron que concentraciones de aceite de romero al 0.1%,
1% y 2% presentan escasa actividad microbiana e inhibicién en el crecimiento de
aminas biogénicas en la carne. En el caso de esta experimentacion, el tratamiento

gque presenta una concentracion de 1 % de aceite de romero (1 Ac 900 510 mbar)
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no presento una disminucion en la actividad microbiana, esto se atribuye a la carga
bacteriana que se inoculé al principio de la experimentacion. Sin embargo, se
observa que para los tratamientos en los que se existe una concentracion al 2% de
aceite de romero si existe una disminucion en el conteo de colonias de bacterias
coliformes. Demostrando asi que la concentracion al 2% funge como

bacterioestatico durante al menos 2 semanas.

En un posterior estudio. Sirocchi et al., (2017) concluyeron que la combinacién de
aceite de romero con diferentes tecnologias de envasado ayuda a disminuir el
crecimiento microbiolégico durante al menos 10 dias, ademas de que favorece la

conservacion de propiedades como el color de la carne.

Como se demostré en la construccidon de la curva de crecimiento de E. coli y de
acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas de coliformes totales, el aceite
de romero no inhibe el crecimiento de la bacteria E. coli y coliformes totales sin
embargo, si reduce su crecimiento poblacional, como se demuestra con los

resultados del tratamiento 2 Ac 260 mbar.
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CONCLUSIONES

Se logr6 establecer la metodologia para desarrollar un recubrimiento con
nanocapsulas de aceite de romero como antimicrobiano y la incorporacién a un

envase que contuvo lomo de cerdo.

La incorporacion de nanocapsulas de aceite de romero en el envase favorecio en la
preservacion de las caracteristicas fisicoquimicas del lomo de cerdo como lo fueron

el color, pérdida de peso, pH y acidez durante los primeros 14 dias.

La aplicacion de nanocapsulas de aceite de romero como recubrimiento en la
superficie del envase tuvo un papel de suma importancia para la conservacion de
los nutrientes de la carne, ya que no permiti6 una rapida degradacién de las
proteinas de la misma, lo que se ve reflejado en los resultados de las pruebas de
las propiedades de textura; como lo son la dureza, capacidad de retencion de agua

y firmeza, manteniendo valores similares al dia O durante 14 dias.

De acuerdo con los resultados obtenidos se establece que el recubrimiento en el
envase activo si disminuye la velocidad de crecimiento de la bacteria Escherichia
coli, tanto en condiciones de refrigeracién (0 °C) como de incubacioén (37 °C), por lo
gue es una buena alternativa como tratamiento para prevenir la contaminacion
microbiolégica del producto, acompafiado del envasado al vacio y almacenamiento
en refrigeracion a 0 °C. Los dos tratamientos que presentaron aceite de romero en

una concentracion de 2mL/L presentaron un menor conteo de coliformes totales en
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comparacion a los demas tratamientos, siendo el tratamiento acompafado de vacio

y sin inocular el que presento los valores mas bajos las primeras dos semanas.

La combinacién de recubrimiento con aceite de romero y envasar con polietileno de
alta densidad al vacio a 260 mbar ayuda a preservar las caracteristicas de calidad
del lomo de cerdo fresco en refrigeracion a 0 °C durante mas tiempo
(aproximadamente 14 dias), por lo que se considera una excelente alternativa para

la conservacion del lomo de cerdo.

La aplicacién de nanoencapsulacién de aceites esenciales, junto con la tecnologia
de envasado al vacio resulta favorable en la conservacion de un producto
minimamente procesado de alto consumo, como lo es el lomo de cerdo, cuya
comercializacidn esta limitada por tratarse de un producto altamente perecedero y

ser susceptible a la contaminacion microbiologica.
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