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1. RESUMEN

La aplicacion de extractos naturales sobre alimentos de origen animal se ha
incrementado debido a las propiedades antioxidantes y antimicrobianas que
poseen, mientras que el quitosano se ha propuesto como un empaque con
propiedades antimicrobianas, por lo que una combinacidon de estos podria disminuir
la carga microbiana y conservar las caracteristicas fisicoquimicas de la carne. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de peliculas de quitosano con extractos
de Ocimum basilicum (Albahaca) y Tropaeolum majus (Capuchina), sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas y microbiolégicas de la carne de pollo.
A las soluciones de extractos se les realizaron pruebas de contenido de polifenoles,
actividad antioxidante, determinacion de la concentracion minima inhibitoria,
sensibilidad antimicrobiana y cinética de crecimiento. A las peliculas de quitosano
se les midid el grosor, color, se realizé determinacién del médulo elastico,
resistencia a la tensién, porcentaje de elasticidad, pruebas de solubilidad, contenido
de humedad, grado de absorcion, permeabilidad al vapor de agua y microscopia
electronica para evaluar la morfologia. A las muestras carnicas asperjadas con
extractos se les realizaron determinaciones de pH, capacidad de retencién de agua,
esfuerzo al corte, evaluacién del color; a las muestras cubiertas con peliculas se les
realizaron las mismas evaluaciones y el andlisis sensorial. Se utilizaron 632
musculos de pollo (gastrocnemio y peroneo largo) que se dividieron en 7 grupos de
56 piezas cada uno (32 piezas para andlisis fisicoquimicos y 24 para
microbiolégicos), dos grupos control, dos grupos asperjados con extractos y tres
grupos cubiertos con las peliculas, se almacenaron a 4 °C por 21 dias. Para el
andlisis sensorial se utilizaron 240 piezas divididas en cuatro grupos (un control y
tres con peliculas). Los resultados obtenidos de las evaluaciones de las soluciones
de extractos mostraron que el extracto de capuchina tuvo mayor contenido de
polifenoles y una mayor capacidad antioxidante respecto del extracto de albahaca
(p < 0.05). Se observo que los extractos poseen efecto inhibitorio, sin embargo, este
fue dependiente del tiempo. Las peliculas demostraron tener un grosor uniforme,
una mayor coloracion y menor luminosidad en la pelicula de capuchina (p < 0.05),
ademas todas las peliculas mostraron en general buenas propiedades mecanicas y
fisicas. Se observé que al asperjar las muestras, el pH de todas las muestras
aumento durante el almacenamiento (p > 0.05), mientras que la capacidad de
retencion de agua y el esfuerzo al corte fue mayor para el tratamiento con extracto
de capuchina. La luminosidad disminuyd para todos los tratamientos al final del
almacenamiento. En cuanto al color rojo la muestra mas estable fue la adicionada
con extracto de albahaca, mientras que en color amarillo, este es mayor para las
muestras con extracto (p < 0.05). En el analisis microbiol6gico, no se observé efecto
por parte de los extractos (p > 0.05).Las muestras de pollo cubiertas con las
peliculas de quitosano mostraron un pH més estable (p < 0.05) durante los 21 dias
de almacenamiento. En la cantidad de agua en el alimento y la terneza se
observaron disminuciones significativas respecto al control (p < 0.05). La
luminosidad se afectd negativamente con la adicion de las peliculas (p < 0.05). En
cuanto al crecimiento microbiano, este fue menor al cubrir las muestras con las
peliculas (p < 0.05). Por ultimo el analisis sensorial indicé que el mayor nivel de
agrado se encuentra en las muestras control y la muestra con la pelicula de
quitosano combinado con capuchina (p < 0.05).



ABSTRACT

The application of natural extracts on foods of animal origin has increased due to
the antioxidant and antimicrobial properties they possess, while chitosan has been
proposed as a package with antimicrobial properties, so a combination of these
could decrease the microbial load and preserve the physicochemical characteristics
of meat. The objective of this work was to evaluate the effect of chitosan films with
extracts of Ocimum basilicum (Basil) and Tropaeolum majus (Capuchina), on the
physicochemical, organoleptic and microbiological characteristics of chicken meat.
Extract solutions were tested for polyphenol content, antioxidant activity,
determination of the minimum inhibitory concentration, antimicrobial sensitivity and
growth kinetics. Chitosan films were measured for thickness, color, determination of
elastic modulus, tensile strength, elasticity percentage, solubility tests, moisture
content, degree of absorption, water vapor permeability and electron microscopy for
Evaluate the morphology. The meat samples sprinkled with extracts were made pH,
water retention capacity, cutting effort, color evaluation; Samples covered with films
were subjected to the same evaluations and sensory analysis. 632 chicken muscles
(gastrocnemius and long peroneum) were used that were divided into 7 groups of
56 pieces each (32 pieces for physicochemical analysis and 24 pieces for
microbiological), two control groups, two groups sprinkled with extracts and three
groups covered with Films were stored at 4 ° C for 21 days. For the sensory analysis,
240 pieces divided into four groups (one control and three with films) were used. The
results obtained from the evaluations of the extract solutions showed that the
nasturtium extract had a higher polyphenol content and a greater antioxidant
capacity compared to the basil extract (p <0.05). It was observed that the extracts
have an inhibitory effect, however, this was time dependent. The films proved to
have a uniform thickness, a greater coloration and less luminosity in the nasturtium
film (p <0.05), in addition all the films generally showed good mechanical and
physical properties. It was observed that when spraying the samples, the pH of all
the samples increased during storage (p> 0.05), while the water retention capacity
and the cutting effort was greater for the treatment with nasturtium extract. The
brightness decreased for all treatments at the end of storage. As for the red color,
the most stable sample was the one added with basil extract, while in yellow, this is
larger for samples with extract (p <0.05). In the microbiological analysis, no effect
was observed by the extracts (p> 0.05). Chicken samples covered with chitosan
films showed a more stable pH (p <0.05) during the 21 days of storage. In the amount
of water in the food and tenderness, significant decreases were observed with
respect to the control (p <0.05). The luminosity was negatively affected with the
addition of the films (p <0.05). As for microbial growth, this was lower when covering
the samples with the films (p <0.05). Finally, the sensory analysis indicated that the
highest level of pleasure is found in the control samples and the sample with the
chitosan film combined with nasturtium (p <0.05).



2. INTRODUCCION
Los extractos naturales han incrementado su uso como conservadores en

alimentos, debido a que pueden prevenir el deterioro del mismo por las
caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas que poseen los extractos (Tajkarimi
et al., 2010). Por otra parte, el quitosano es un biopolimero con caracteristicas
antimicrobianas que se ha propuesto para desarrollar empaques que eviten la
contaminacién de los alimentos por microorganismos que afectan la calidad e

inocuidad del producto (Mujtaba et al., 2019).

La produccion y consumo de carne ha aumentado durante los dltimos 50 anos, sin
embargo, la pérdida y desperdicio también han aumentado (FAO, 2019). En México,
el problema es la pérdida que se presenta principalmente en el punto de venta,
debido a los retiros anticipados de los productos. Estas pérdidas se deben a que la
carne es uno de los alimentos con menor vida de anaquel debido a que su
composiciéon crea el ambiente idéneo para el desarrollo de microorganismos
(Doulgeraki et al., 2012), ademas de la pérdida de calidad debido a las reacciones
quimicas propias del alimento, como la oxidacion de lipidos y proteinas (Kumar et
al., 2015; Lorenzo et al., 2018). Como alternativa para disminuir estas pérdidas, se
ha estudiado el uso de extractos naturales obteniendo resultados favorables. Yuan
y Yuk (2018) reportan que el extracto de Syzygium antisepticum fue efectivo para
disminuir el crecimiento de Satphylococcus aureus en pollo, mientras que Wright et
al., (2019) utilizaron extracto de Terminalia ferdinandiana para inhibir el crecimiento
de Shewanella spp. en pescado, reportando hasta un 95% menos de crecimiento
microbiano. En cuanto a los efectos del quitosano, se ha reportado (Chang et al.,
2019) que al cubrir la carne con peliculas de quitosano, se mantuvieron las
caracteristicas de calidad hasta por 10 dias. También se ha reportado que la
combinacién de extractos con quitosano mejora el efecto antimicrobiano vy
antioxidante (Vasilatos y Savvaidis, 2013; Abdelghany et al., 2019). En este
contexto, la informacidn acerca del uso de peliculas de quitosano combinadas con
extractos sobre matrices carnicas en condiciones comerciales de almacenamiento
es limitada, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de peliculas
de quitosano con extractos de Ocimum basilicum (Albahaca) y Tropaeolum majus
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(Capuchina), sobre las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y microbiol6gicas
de la carne de pollo.

3. MARCO TEORICO
3.1Pérdida y desperdicio de alimentos

La preferencia por los productos de origen animal ha propiciado que la produccién
de carne vaya en aumento, concentrandose principalmente en la carne de bovino,
cerdo y pollo. Esta ultima es la que presenta el mayor incremento en produccion y
consumo tanto a nivel mundial como en México, en este Ultimo se reporta una
produccién de 294 mil toneladas y un consumo per cépita de 29.2 kg (OECD, 2019;
SIAP, 2019). Al mismo ritmo en que se incrementa la produccién y consumo,
también se incrementan la pérdida y desperdicio de alimentos, de acuerdo con la
FAO (2019), 13. 8 % de los alimentos producidos en 2016 fueron pérdidas, mientras
que por grupo de alimentos, la carne obtuvo un 12 %. La pérdida de alimentos es
causada por el retiro prematuro del producto debido a la alteracién de las
caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas que cambian la calidad y
comprometen la inocuidad del alimento (Casaburi et al., 2015).

3.2Caracteristicas fisicoquimicas/sensoriales de la carne
La calidad de la carne esta influenciada por factores fisicos, quimicos, morfolégicos,

sensoriales, bioquimicos, microbioldgicos, nutricionales y de propiedades culinarias.
Estos factores tienen influencia sobre atributos como la textura, la jugosidad, el
sabor, el olor y color, por lo que la aceptacion por parte de los consumidores esta
en funcion de la preservacion de estos atributos. Mientras que para el sector
industrial, las propiedades que se buscan y que estan relacionadas a los factores
antes mencionados, son la capacidad de retencion de agua, la perdida por goteo,
pH, color y la cantidad de coldgeno que contenga para poder procesar la carne y
obtener productos de calidad y rentables (Mir et al., 2017).
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Color. En la carne el color depende de la cantidad y estado de la mioglobina
presente. Los principales estados quimicos de la mioglobina que afectan el color de
la carne, son la deoximioglobina, la cual se forma cuando el ion Fe?* interactia con
el agua formando enlaces covalentes a una presion baja de oxigeno, siendo visible
como un color rojo-purpura, caracteristico de la carne recién cortada. La
oximioglobina, se presenta al exponer la mioglobina al oxigeno por un periodo corto
de tiempo, el color que ahora se percibe es rojo cereza o brillante. Cuando el pH es
bajo se acelera la conversion de Fe?* a Fe®*, si este se oxida se forma la

metamioglobina, la cual dara un color café o marrén (Brewer, 2004).

Potencial de Hidrégeno (pH). El valor de pH en la carne dependera de los
procesos ante mortem y este valor puede afectar a su vez otras caracteristicas, por
ejemplo, un pH < 6 hara que exista una desnaturalizacion minima de las proteinas,
por lo que habra menos dispersién de luz haciendo que la apariencia de la carne
sea traslucida y tendra poca Capacidad de Retencién de Agua, ademas un pH bajo
es responsable de la liberacion de enzimas prooxidantes post-mortem (Carvalho et
al., 2017; Mir et al., 2017).

Capacidad de Retencion de Agua (CRA). La Capacidad de Retencion de Agua es
la habilidad que posee la carne para retener su propia agua durante procesos como
corte, coccion, molido y la presidon ejercida durante el transporte y el
almacenamiento. El pH tiene influencia sobre la CRA debido a que al desnaturalizar
las proteinas el agua ya no interacciona con los grupos hidrofilos de las proteinas y
por lo tanto no se une a ellas. El agua que no es retenida entre las fibras de la carne
es liberada al exterior, afectando el peso de las canales y la apariencia de la carne,
ya que la dispersidn de la luz sera menor por lo que la cantidad de luz reflejada sera
mayor, dando la apariencia de una carne mas palida (Hughes et al., 2014; Mir et al.,
2017).
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Textura. La textura es un atributo sensorial y funcional de los alimentos, que posee
propiedades mecanicas, estructurales y de superficie que se pueden percibir y
evaluar a través de la vista y el tacto principalmente (Szczesniak., 2002). Es uno de
los atributos principales que determinan la calidad de los alimentos e influye
directamente en la aceptacién o rechazo por parte de los consumidores. La textura
y el grado de firmeza de la carne son en gran parte resultado del pH y la CRA,
debido a que al existir mayor unién e interaccién entre las proteinas musculares y
el agua, el espacio entre las miofibrillas disminuye, otorgandole a la carne mayor
firmeza (Font-i-Furnols y Guerrero., 2014; Mir et al., 2017).

3.3Contaminaciéon microbiolégica
La carne es uno de los alimentos con mayor aportacion de nutrientes, sin embargo,

es también uno de los mas perecederos y con menor vida de anaquel. La presencia
de microorganismos es la causa mas frecuente de deterioro en la carne y se observa
a través de alteraciones fisicoquimicas y de apariencia (Doulgeraki et al., 2012).
Estos microorganismos suelen encontrarse en toda la cadena de produccién de la
carne de pollo, principalmente Salmonella spp. y Escherichia coli y presentan dos
problemas importantes, el primero de ellos son las pérdidas ocasionadas por el
deterioro de las caracteristicas de los productos debido a que los microorganismos
producen compuestos como ésteres, cetonas, aldehidos, compuestos de azufre,
aminas y acidos grasos volatiles que afectan la calidad sensorial de la carne debido
a la presencia de viscosidad, cambios en la textura y el pH, color y olor
desagradables (Gram et al., 2002; Casaburi et al., 2015; Davidson et al., 2015; Holl
et al., 2016). El segundo problema que se presenta es el posible riesgo a la salud
humana debido a las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s), de las
cuales se han registrado hasta 230 mil muertes causadas por agentes diarreicos;
dentro de esta cifra el 81.3% fueron causadas por bacterias como Campylobacter
spp., E. coli EPEC, E. coli ETEC, E. coli STEC, Salmonella entérica no tifoidea,
Shigella spp'y Vibrio cholerae (OMS, 2015).

3.4Extractos naturales como conservadores naturales
La tendencia creciente por mantener la calidad e inocuidad de los alimentos a través

de métodos mas naturales, ha impulsado la investigacion de recursos que ya se
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utilizan en otras areas, y que generan interés por sus propiedades que permiten la
conservacion de las caracteristicas organolépticas del producto. Las flores
comestibles y las plantas medicinales han generado interés debido a que poseen
compuestos bioactivos, denominados metabolitos secundarios, tales como fenoles,
polifenoles, flavonoides, terpenos, saponinas, taninos, sesquiterpenos y alcaloides
que funcionan como mecanismo de auto-defensa contra depredadores herbivoros
e insectos (Sharma et al., 2017; Shin et al., 2018). Estos compuestos pueden
utilizarse como antioxidantes y antimicrobianos, funcionando como alternativa a los
compuestos sintéticos empleados hoy en dia (Benvenuti et al., 2016; Fernandes et
al., 2017).

Mecanismo de accion de los metabolitos secundarios. Los metabolitos
secundarios mas abundantes después de los terpenos son los polifenoles, los
cuales son compuestos organicos que se caracterizan por tener al menos un anillo
aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo (Papuc et al., 2017). Dentro de este
grupo se pueden encontrar alrededor de 10 000 compuestos que se pueden
clasificar en subfamlias dependiendo del niumero de anillos fendlicos y de los
elementos estructurales unidos a estos anillos, estos compuestos se pueden
encontrar distribuidos en todas las partes que componen la planta, y en diferentes
concentraciones de cada uno de ellos (Gutiérrez-del Rio et al.,, 2018). Estan
involucrados en funciones de defensa de las plantas y frutos contra factores bioticos
y abidticos (Zaynab et al., 2018). Estos compuestos poseen actividad
antimicrobiana y antioxidante. La actividad antimicrobiana consiste en:

e Alteracion de la membrana celular. Los grupos hidroxilo de los compuestos
fendlicos aumentan la permeabilidad de la membrana celular debido a la
disolucion de la bicapa de fosfolipidos, alineando entre los &cidos grasos
cadenas de acidos, por lo que hay fuga de ATP y de otros componentes
celulares (Papuc et al., 2017).

e Interferencia en la funcionalidad de la membrana. En este caso se ve alterado
el transporte de electrones, el consumo de nutrientes, la sintesis de proteinas
y de &cidos nucleicos, asi como la actividad enzimatica (Karaca y Newman,
2015).
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e Reduccién del pH. Los grupos hidroxilo promueven la deslocalizacion de
electrones actuando como intercambiadores de protones, disminuyendo el
gradiente de pH de la membrana citoplasmatica y provocando la muerte

celular (Pisoschi et al., 2018).

Sin embargo, la actividad antibacteriana de estos compuestos polifendlicos
depende principalmente de tres factores: la concentracion, el método de extraccién
y el tipo de microorganismo (Gyawali e Ibrahim, 2014; Gyawali et al., 2015; Karaca
y Newman, 2015; Bilal et al., 2017; Pisoschi et al., 2018).

La actividad antioxidante esta mediada por la presencia de grupos hidroxilo,
eliminando los radicales libres, por lo que el potencial REDOX del medio de
crecimiento disminuye, afectando por consiguiente el desarrollo de
microorganismos (Gyawali e Ibrahim, 2014). Estos compuestos fendlicos son
responsables también de evitar la oxidacién de lipidos y proteinas presentes en la
carne, al inhibir la generacién de las especies reactivas al oxigeno (ROS) y las
especies reactivas al nitrogeno (RNS) (Lorenzo et al., 2018).

Capuchina. La capuchina ( Tropaeolum majus), también llamada mastuerzo, es una
planta nativa de México y Sur América; posee flores de color amarillo, rojo y naranja,
siendo este ultimo el color mas comun. Es utilizada de forma ornamental y como
ingrediente para ensaladas, sopas y pasta por su sabor parecido a la mostaza. Otro
de los usos que se le dan es como cicatrizante, auxiliar en problemas respiratorios
y del tracto urinario, antiescorbutico y para tratar enfermedades dermatolégicas
(Garzén y Wrolstad., 2009; Bazylko et al., 2013). Posee compuestos como
glucotropaeolina, flavonoides, antocianinas, glucosinolatos, carotenoides, acidos
fendlicos y vitamina C (Fernandes et al., 2017). La actividad antioxidante de la
capuchina se atribuye a las antocianinas presentes, las cuales le dan el color a los
pétalos de la flor, mientras que la actividad antimicrobiana se relaciona a la accién
del isotiocianato de bencilo (CsH7NS) el cual es un compuesto organosulfurado con
peso molecular de 149.211 g/mol y que se genera a partir de la reaccién de los
glucosinolatos y la enzima mirosinasa, la cual se libera al existir ruptura de los tejidos

vegetales (Butnariu et al., 2011; Carvalho et al., 2015). La mirosinasa cataliza la
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hidrolisis de los glucosinolatos formando aglicona, posteriormente la aglicona se
reordena y pierde un sulfato, y dependiendo de las condiciones de hidrdlisis y de la
cadena glucosinolada se obtienen diversos productos, entre ellos los isotiocianatos
(alil isotiocianato, benzyl isotiocianato y feniletil isotiocianato) (Dufour et al., 2015;
Kaiser et al., 2017).

Albahaca. La albahaca (Ocimum basilicum) es una planta perteneciente a la familia
de las Lamiaceae, se puede encontrar en regiones tropicales y sub tropicales de
Asia, Africa, Sur y Centro América. Es utilizada como planta culinaria y ornamental,
mientras que en la medicina tradicional se utiliza para tratar enfermedades o
malestares como hipertensién, migrafna, problemas renales, célicos menstruales e
insomnio (Khan et al., 2015; Teofilovi¢ et al., 2017). Posee una alta proporcién de
derivados fendlicos como eugenol, linalool, &cido vanilico, linoleno, acido
rosmarinico, cinamato de metilo, estragol y acido hidroxibenzoico. La actividad
antimicrobiana de la albahaca es atribuida a la presencia de eugenol (C1oH1202;
164.20 g/mol) y linalool (C10H18O; 154.25 g/mol) principalmente, y la actividad
antioxidante a compuestos como el 4cido rosmarinico (C1gH160sg; 360.31 g/mol) y el
acido vanilico (CgHgO4; 168.14 g/mol) (Bhuvaneshwari et al., 2016; Baldim et al.,
2018).

Aplicaciones de extractos naturales en alimentos. Dannenberg et al, (2016)
examinaron el efecto antioxidante y antimicrobiano del arbol de pimiento rosa en
queso fresco almacenado durante 30 dias a 4°C. Los resultados mostraron que al
aplicar mayor concentracion del extracto, la capacidad antioxidante incrementaba,
en cuanto a la actividad antimicrobiana observaron que se incrementaba al
aumentar la concentracidn de extracto, logrando disminuir hasta 30% el crecimiento

microbiano. .

Los extractos pueden utilizarse en alimentos que ya han sido sometidos a procesos
de eliminacion de microorganismos, pero cuyo riesgo de contaminacion puede
hacerse presente; tal como lo plantean Pinilla & Brandelli (2016), quienes probaron

la actividad antimicrobiana de nanoliposomas que encapsulan nisina y extracto de
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ajo (GE) contra L. monocytogenes en leche UHT, reportando un efecto

bacteriostatico durante los 25 dias de almacenamiento por parte del extracto de ajo.

Mhalla et al, (2017) inocularon carne de res molida almacenada a 4 °C durante 30
dias, con L. monocytogenes, para probar el efecto inhibitorio de Rumex tingitanus
contra este microorganismo patégeno. Al finalizar el periodo de almacenamiento,
concluyeron que el extracto inhibié el crecimiento de L. monocytogenes, de
bacterias mesofilas y psicrofilas.

3.5Quitosano como recubrimiento para alimentos
Como alternativa se ha impulsado el uso de materiales que provengan de fuentes

naturales que les permitan ser reutilizables, reciclables o biodegradables. Uno de
los més utilizados actualmente son las peliculas y recubrimientos comestibles,
provenientes de biopolimeros como la celulosa, la quitina, el almidén y la pectina
por mencionar algunos, y cuyas caracteristicas les permiten preservar los alimentos,
funcionando como barreras para evitar la oxidacion y el deterioro por accién de
microorganismos. Las ventajas que ofrecen estos materiales por encima de los
tradicionalmente utilizados son: la bio compatibilidad con otros materiales naturales,
no son toxicos, son comestibles y bio degradables, lo que los hace menos
contaminantes; ademas se pueden obtener de desperdicios de otros sectores
(Elsabee y Abdou, 2013; Yuan et al., 2016; Cazoén et al., 2017; Schumann y Schmid,
2018).

La quitina es el polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa,
se encuentra presente en el exoesqueleto de crustaceos, insectos y la pared celular
de los hongos. Al realizar el proceso de desacetilacion de la quitina se obtiene el
quitosano (CssH103N9Os3g), el cual es un material comestible, no téxico, bio
degradable, bio compatible, con baja permeabilidad al oxigeno y con actividad
antibacteriana contra Gram positivas y Gram negativas (Abdallah et al., 2017,
Alnoman et al., 2017; Cazén et al., 2017). Tiene un peso molecular entre 3.8 a 20
kDa y un grado de desacetilacion que va del 66 al 95% (Ma et al., 2017).

17



Mecanismo de accion del quitosano. La actividad antibacteriana del quitosano se
basa en la interaccion electrostética de los grupos amino con carga positiva del
quitosano, y las cargas negativas presentes en la pared celular de las bacterias,
esto altera la permeabilidad de la membrana teniendo como consecuencia fuga del
contenido celular (Elsabee y Abdou, 2013). Otros mecanismos de accidn
antibacteriana propuestos consisten en la quelacion de nutrientes y metales
esenciales para la célula, la formacién de una membrana alrededor de la bacteria la
cual impide el paso de nutrientes y la interaccidén de los productos de la hidrolisis
difusa con el DNA microbiano inhibiendo el mRNA y la sintesis de proteinas
(Hosseinnejad y Jafari, 2016; Cazon et al., 2017; Ma et al., 2017; Perinelli et al.,
2018).

Las propiedades anteriormente descritas del quitosano lo hacen un buen material
para la formacion de peliculas que funcionen como barreras contra las acciones
fisicas y microbioldgicas a las que estan expuestas los alimentos, sin embargo, por
si mismo no posee las caracteristicas mecanicas ideales para utilizarse como
empaque en condiciones normales de almacenamiento de productos de origen
animal, por lo que se ha investigado la posibilidad de mezclarlo con polimeros
sintéticos que ayuden a mejorar las caracteristicas fisicas de las peliculas de
quitosano (Abraham et al., 2016). Dentro de este contexto se encuentra el alcohol
polivinilico, el cual es un polimero sintético, soluble en agua, no toxico, semi
cristalino y biodegradable. Debido a que posee excelentes propiedades fisicas y
quimicas, se utiliza para formar peliculas o recubrimientos dentro de la industria
alimenticia, quimica y médica. Estos recubrimientos presentan elevada flexibilidad
y resistencia a la traccidn, por lo cual se ha impulsado el uso del alcohol polivinilico
a través de mezclas con polimeros naturales, para mejorar las propiedades

mecanicas de estos empaques (Bonilla et al., 2014; Thanyacharoen et al., 2018).

Aplicaciones de peliculas de quitosano. Se ha reportado que los recubrimientos
de quitosano son una opcion viable para aplicar sobre productos de origen animal,
debido a que disminuyen el crecimiento microbiano y mantienen las caracteristicas
fisicoquimicas del alimento. Por ejemplo, Abdallah et al. (2017) utilizaron quitosano

para recubrir carne seca, y observaron que el quitosano disminuye los valores de
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TBARS entre 45 y 48%, mantuvo la estabilidad de los colores y la luminosidad y

redujé un 32% el crecimiento de bacterias mesofilicas.

Se ha reportado que al mezclar extractos y quitosano, se obtuvieron mejores
resultados debido a que mejoraron las caracteristicas antimicrobianas vy
antioxidantes, permitiendo mantener las caracteristicas fisicoquimicas por mas
tiempo. En este sentido Sogut y Seydim (2018) observaron que al mezclar quitosano
con extracto de uva, el pH se mantiene durante el almacenamiento, y se disminuyé
el crecimiento de bacterias mesofilicas y coliformes. Merlo et al. (2019) utilizaron
quitosano con extracto de pimienta rosa y lo apliacron sobre filetes de salmén, y
reportaron una disminucion de 28% en el crecimiento de bacterias psicotréficas, el
pH también se observé estable y la apariencia en general del producto no fue
diferente del tratamiento control.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de una pelicula de quitosano con extractos de Ocimum basilicum
(Albahaca) y Tropaeolum majus (Capuchina), sobre las caracteristicas

fisicoquimicas, sensoriales y microbioldgicas de la carne de pollo.

4.2 Objetivos especificos

e Elaborar los extractos de Ocimum basilicum (Albahaca) y Tropaeolum majus
(Capuchina).

e Valorar la actividad antimicrobiana de los extractos in vitro sobre la carne de
pollo contra Salmonella entérica subsp. entérica serovar Abony NCTC 6017
y Escherichia coli. ATCC 10586

e Sintetizar una pelicula de quitosano con los extractos de Ocimum basilicum
(Albahaca) y Tropaeolum majus (Capuchina).

e Evaluar el efecto de la pelicula comestible con los extractos de Ocimum
basilicum (Albahaca) y Tropaeolum majus (Capuchina) sobre caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales de la carne de pollo
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

El empleo de peliculas de quitosano con extractos de Ocimum basilicum (Albahaca)

y Tropaeolum majus (Capuchina) para cubrir la carne ayudara a disminuir la
presencia de microorganismos, sin afectar las caracteristicas sensoriales vy

fisicoquimicas de la carne.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1Coleccion y preparacion del material biolégico
La capuchina (Tropaeolum majus) se colect6 en el area natural de la colonia San
Andrés Totoltepec en la Delegacion Tlalpan, Ciudad de México, mientras que la
albahaca (Ocimum Basilicum) fue obtenida de un mercado local en la Delegacion
Tlalpan, Ciudad de México. Las plantas fueron autentificadas por la M. en C. Beatriz
Gonzalez Hidalgo responsable-curadora del herbario UAM-X. Las muestras se
llevaron al Laboratorio de Ensayos Metabdlicos de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco, ahi se dejaron secar en una estufa de aire
forzado a 35°C por 48 h. Una vez seco el material se moli6é y se almacené en bolsas
herméticas hasta el momento de utilizarlas.

6.2Elaboracion de los extractos
La obtencién de los extractos se realizé en el Laboratorio de Investigacién de

Quimica Organica y Productos Naturales de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco. Se utiliz6 la técnica calentamiento a temperatura
de reflujo propuesta por Hoque et al., (2011) con algunas modificaciones. El
procedimiento fue el mismo para ambas plantas. Se pesaron en una balanza 100 g
de la planta previamente molida, y se depositaron dentro de un matraz de bola de
5000 ml, adicionando 2000 ml de hexano, posteriormente se colocd en la canastilla
de calentamiento y se conecté al redstato y a la corriente eléctrica.

Se realizd la extraccion a temperatura de reflujo durante cuatro horas,
posteriormente se dejoé enfriar y se filtr6 mediante el uso de un embudo Bichner y
un papel filtro Whatman No. 1. El disolvente se eliminé en un rotavapor a 38° C y se
almacend en un frasco de cristal. La planta se dej6 secar por 24 horas a temperatura
ambiente y se realizd una segunda extraccién con metanol, siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito. El residuo se colocé en bafio maria por 48
horas y por ultimo se colocé en una estufa de vacio por 48 horas para eliminar el
disolvente en su totalidad, por ultimo se pes6 para calcular el rendimiento del
extracto, se conservé y almacen6é en un frasco de cristal hasta su uso. El

rendimiento de los extractos se calcul6 de la siguiente férmula:
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peso del extracto
100

Rendimiento (%) = — X
peso de la muestra inicial

6.3Evaluacion de caracteristicas de los extractos
Contenido total de compuestos fendlicos de los extractos

Se midié el contenido total de polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu
siguiendo la metodologia propuesta por Alhakmani et al. (2013) con ligeras
modificaciones. Se utilizé acido galico como referencia estandar para realizar la
curva de calibracién. Se tom6 un volumen de 0.5 ml de cada extracto (100 pg/ml) y
se mezcl6é con 2 ml de la solucién del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10) y 4 ml de
solucion de carbonato de sodio al 20 %. Se dejo por 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad, una vez pasado este periodo se midi6 la absorbancia a
una longitud de onda de 760 nm con un espectofotémetro UV- Vis (Shimadzu UV-
1800). El resultado final se expresé en mg/ g de acido galico. La curva de calibracién

y las muestras se hicieron por triplicado.

Actividad antioxidante de los extractos. Se utiliz6 el método del radical
libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidracilo (DPPH) siguiendo la metodologia
propuesta por Sulastri et al. (2018). En una placa ELISA de 96 pozos los
extractos se evaluaron por triplicado los extractos de capuchina y
albahaca a concentraciones de 6.25, 12.5, 25 y 50 pg/ml. Se utiliz6
quercetina como referencia y metanol como blanco. La mezcla de ensayo
consistio en 100 pl de la solucién de DPPH y 100 pl de la muestra a
evaluar, se incubéd la mezcla a temperatura ambiente en la oscuridad por
30 minutos, posteriormente se leyd la absorbancia a una longitud de onda
de 520 nm. A partir de las absorbancias obtenidas se determind el

porcentaje de actividad antioxidante mediante la siguiente féormula:

Control A — Muestra A

% de actividad antioxidante = Control A x 100

Donde:
Control A: Absorbancia de DPPH y metanol
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Muestra A: Absorbancia de las muestras

6.4 Determinacion del efecto antimicrobiano de los extractos
Preparacion de material bioldgico

Se utilizaron cepas de Salmonella entérica subsp. entérica serovar Abony NCTC
6017 y Escherichia coli ATCC 10586. Las cepas de las bacterias se cultivaron en
tubos con caldo soya tripticaseina (10 ml) y se incubaron por 24 horas a 36°C.
Posteriormente se realizé la estandarizacion a 108 UFC/ml a un patrén 0.5 de Mc
Farland, esto se realizé diluyendo la suspensién inicial de con caldo soya
tripticaseina, hasta obtener una absorbancia de 0.7 utilizando un espectrofotémetro
Densimat de Biomerieux.

Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI). Se realizé
siguiendo la técnica de macro dilucién en caldo de acuerdo a la guia CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute, 2017). Las diluciones se realizaron utilizando una
solucion madre del extracto metandlico disuelto en agua destilada (EMA) y se siguié
el procedimiento que se describe a continuacion. Se pesé un gramo del extracto y
se anadieron 99 ml de agua destilada para obtener las soluciones madre.
Posteriormente se tomd 1 ml de la solucién madre de ambos extractos y se transfirid
a otro tubo que contenia 1 ml de caldo Muller-Hinton, se agité y se tom6 1 ml de esa
solucion, se anadio al tubo siguiente hasta obtener 6 diluciones. Las cepas se
estandarizaron a una escala de 0.5 Mc Farland, posteriormente se diluyé a una
suspension de 1:150, que equivale a una concentracién de 1x10% UFC/ml. Se llevd
a una subsecuente dilucion 1:2 con el extracto de las plantas y el medio de cultivo
gue tuvo un indculo final de 5x10% UFC/ml en caldo Muller-Hinton. Se incubaron en
la estufa a 36° C por 24 h y se realizaron las lecturas con ayuda del

espectrofotometro.
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Prueba de sensibilidad antimicrobiana. Para realizar la prueba de sensibilidad
antimicrobiana de los extractos (Fc y Alb) se utilizé6 el método Kirby-Bauer de
acuerdo a la guia de CLSI. Se inocularon cajas Petri de 10cm de didmetro con agar
Muller-Hinton, distribuyendo las cepas de manera uniforme sobre la superficie del
agar. Se utilizaron discos de papel filtro de 6 mm de diametro los cuales se
impregnaron con la solucion de extracto en concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100
ul a partir de la solucién madre (0.01mg/ml). Las cajas se incubaron por 24 horas a
36°C, y pasado este tiempo se procedié a la medicién de los halos de inhibicién en
milimetros. La prueba se realiz6 por triplicado.

Cinética de crecimiento bacteriano. Para realizar la cinética de crecimiento
bacteriano, se utilizé la solucion madre de los extractos y las soluciones de
quitosano que fueron descritas previamente. En tubos de ensayo que contenian 2
ml de caldo BHI, se anadi6 1 ml de cada solucion madre y 1 ml de las cepas
previamente estandarizadas para tener un volumen final de 4 ml en cada tubo. Se
realiz6 una primera lectura con ayuda del espectrofotdmetro, la cual se denominé
hora cero, posteriormente se realiz6 una lectura cada hora por doce horas, y
después una lectura final a las 24 h. La prueba se realiz6 por triplicado.

6.50btencion de la biopelicula
La obtencion de la biopelicula de quitosano se realizé en el Laboratorio Veterinario

de Ciencia de la Carne y Salud Publica de la Universidad Autbnoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco. Se utilizé el método de casting siguiendo la metodologia
propuesta por Zhuang et al., (2018) con algunas modificaciones. Se utiliz6 quitosano
de densidad media (190-310 kDa) con un grado de desacetilacion de 75-85%; y
alcohol polivinilico de densidad media (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se
obtuvieron 3 soluciones madre de quitosano disolviendo 2% de quitosano en una
solucién acuosa de acido acético al 1%. Se agité por 6 horas a temperatura
ambiente. Para obtener la solucion de alcohol polivinilico se disolvieron 5g en 100
ml de agua destilada, se agit6 por 4 horas a 85 °C. Posteriormente se anadio glicerol
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como plastificante a cada solucion (0.75 ml/g) y se agité por 15 minutos mas. Se
anadieron los extractos metandlicos de capuchina (ETm) o albahaca (EOb) de
acuerdo a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) obtenida para cada planta, a
dos de las tres soluciones y se agitaron por 15 minutos mas. Las soluciones se
colocaron en cajas Petri y se dejaron a temperatura ambiente por 12 horas para
eliminar burbujas de aire; por ultimo se secaron en una estufa por 24 horas a 45°C.

Se obtuvo una concentracién final de en cada pelicula.

6.6 Caracterizacion de las peliculas
Se evaluaron las peliculas para determinar si las peliculas presentaban

caracteristicas fisicas y mecéanicas que pudieran afectar la muestra carnica al estar
en contacto directo con esta.

Grosor y color. Para obtener el grosor de las peliculas se utilizd el método
planteado por Serrano-Ledn et al., (2017). Se eligieron al azar 5 peliculas de cada
tratamiento, a las cuales se les midié el grosor en cinco puntos diferentes utilizando

un micrémetro.

Para la obtencion del color de las peliculas se utilizé un espectrofotometro MINOLTA
modelo CM-700d/600d, obteniendo los valores de las coordenadas CIE L*a*b*. Se
utilizaron 5 peliculas de cada tratamiento, realizando las mediciones por triplicado
sobre un fondo blanco (Sogut y Seydim., 2018).

Pruebas mecanicas. La determinacion del médulo elastico (EM), la fuerza de
tension (TS) y el porcentaje de elongacidén (%E) de las peliculas, se realizd de
acuerdo a la ASTM D882-12. Cinco muestras de cada pelicula (ancho y largo) se
colocaron entre las pinzas de traccién, se utilizd6 una celda de carga de 500 N
(Zwick/Roell modelo Z005, Alemania) con una velocidad de cruceta de 50 mm/min.

Solubilidad, contenido de humedad y grado de absorcion. Se utiliz6 la
metodologia propuesta por Souza et al. (2017) con algunas modificaciones. De cada

pelicula se obtuvieron cuadros de 2x2 cm, los cuales se pesaron en una balanza
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analitica para obtener el primer peso (M1). Después las muestras se secaron en
horno a temperatura de 55 °C por 24 h para obtener la masa seca inicial (M2).
Después las muestras se colocaron en cajas Petri que contenian 30 ml de agua
destilada, se cubrieron y almacenaron a temperatura ambiente por 24 h, después
de este periodo el agua que no fue absorbida se deshecho y las muestras se
secaron superficialmente con papel filtro y se pesaron nuevamente (M3). Por ultimo
se secaron nuevamente a 55 °C por 24 h para obtener la masa seca final (M4). Se
realizaron tres mediciones a cada muestra para obtener el promedio, y
posteriormente se determind el contenido de agua, la solubilidad y el grado de

absorcién utilizando las siguientes ecuaciones:

, (M1 — M2)
Contenido de agua (%) = 1 x 100
- (M2 — M4)
Solubilidad (%) = ————— x 100

M?2
- (M3 — M2)
Grado de absorcion (%) = 3 x 100

Donde:

M1: Primer peso

M2: Masa seca inicial
M3: Segundo peso
M4: Masa seca final

Permeabilidad al vapor de agua (PVA) y Velocidad de transmisiéon del vapor
de agua (VTVA). La PVAy la VTVA se realiz6 siguiendo lo descrito por Chang et

al. (2019), tomando como base el método ASTM E96, con algunas modificaciones.

Las peliculas se colocaron en vasos permeables con un diametro interno de 6.4 cm
y una profundidad de 7.5cm con 10 ml de agua desionizada. Los vasos se colocaron
en una camara ambiental con gel de silice anhidro a 20°C y 51% de HR y un
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ventilador dentro para mover el aire interno y asegurar la homogeneidad de las
condiciones. La VTVA se determind usando la pérdida de peso en los vasos en
funcion del tiempo calculado mediante regresion lineal (r2>0.99). Los vasos se
pesaron cada dos horas por 10 horas continuas y posteriormente cada 24 horas por
3 dias. La VTVA (g/dia m?) y PVA (g mm/ kPa dia m?) se calcularon con las

siguientes férmulas:

WVTR = K
S
(WVTR * L)
wyp= ——_“
AP

Donde:

K: es la pendiente de la variacion del peso frente a la funcién lineal del tiempo (g/
dia)

S: es el area de la superficie de la pelicula expuesta (m2)

L: es el espesor medio de la pelicula (mm)

AP: es la diferencia de presién de vapor a través de la pelicula (kPa), calculada en
funcion de la temperatura de la camara y la humedad relativa dentro y fuera del

vaso.

6.7 Evaluacién del efecto de los extractos y la biopelicula adicionada con
extractos en caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas vy
sensoriales de la carne

Disefio experimental. La carne se compré en una comercializadora de pollo
(Coyoacan, Ciudad de México), se adquirieron piernas de 200-250 ¢
aproximadamente, se transportaron en un recipiente hermético a 4°C al Laboratorio
Veterinario de Ciencia de la Carne y Salud Publica, donde se obtuvieron los

siguientes musculos: gastrocnemio y peroneo largo.

Para asegurar que las muestras tenian los microorganismos de interés para realizar

el analisis microbiolégico, se inocul6 la carne siguiendo la metodologia propuesta
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por Yang et al., (2016) con algunas modificaciones. Se inocularon con 0.07 ml de la
suspension bacteriana con una concentracion de 1x102 UFC/g, se utilizd una pipeta
para anadir la suspension en 7 puntos de la superficie de la muestra de cada lado,
y asi cubrir toda la superficie. Se dejaron secar por 5 minutos en la campana de flujo
laminar y posteriormente se trataron y almacenaron como se describe a

continuacion

Se realizaron dos etapas de evaluacion; la primera consistié en evaluar los extractos
Unicamente, para esto se utilizaron 168 piezas de pollo las cuales se dividieron en
tres tratamientos (tabla 1) de 56 piezas cada uno (32 para analisis fisicoquimicos y
24 para microbiol6gico), las piezas fueron asperjadas con 2 ml de las soluciones de
los extractos y empacadas en charolas de unicel y cubiertas con una pelicula de
PVC, se almacenaron a 4° C por 21 dias, realizando las evaluaciones por triplicado

los dias 1, 7, 14 y 21 de almacenamiento.

Tabla 1. Descripcién de los tratamientos

Tratamiento Descripcién
Ct Control: sin adicién de extractos
Cp Asperjado con extracto de capuchina

(Tropaeolum majus)
Alb Asperjado con extracto de albahaca

(Ocimum basilicum)

Ctr Control: sin pelicula de quitosano
Qt Cubierto con pelicula de quitosano
QtCp Cubierto con pelicula de quitosano

adicionada con extracto de capuchina
(Tropaeolum majus)

QtAlb Cubierto con pelicula de quitosano
adicionada con extracto de albahaca

(Ocimum basilicum)
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En la segunda etapa se evaluaron las peliculas de quitosano adicionadas con los
extractos por lo que las piezas de pollo se dividieron en 4 tratamientos (Tabla 1) de
56 piezas cada uno (32 piezas para analisis fisicoquimicos y 24 para analisis
microbioldgicos). Las muestras se cubrieron de cada lado con las peliculas, se
empacaron en charolas de unicel y se cubrieron con una pelicula de PVC y fueron
almacenadas a 4°C por 21 dias, realizando las evaluaciones fisicoquimicas y
bacteriolégicas los dias 1, 7, 14 y 21 de almacenamiento. Todas las evaluaciones
se realizaron por triplicado.

Analisis de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la carne. Se
realizd6 en el Laboratorio Veterinario de Ciencia de la Carne y Salud Publica
utilizando las técnicas descritas a continuacion:

Determinacion de pH. Se realizé mediante el método planteado por Zhang et al.
(2016): Se pesaron 10 gramos de muestra, se homogenizé anadiendo 90 ml de
agua destilada y se mezclé durante un minuto, se filtré la mezcla y se realiz6 la
medicién de pH al filtrado utilizando un potenciometro HANNA modelo HI 2210.

Determinacion de la Capacidad de Retencién de Agua (CRA). Mediante el
método de compresion entre dos placas de acrilico con algunas modificaciones
(SAGARPA, 2011). Primero se peso el papel filtro (Whatman no. 54) en una balanza
analitica, se pesaron 0.3g (+0.05) de cada muestra y se colocaron dentro del papel
filtro doblado por la mitad. Se colocé el papel filtro con la muestra entre dos placas
de acrilico y fue sometido a compresion usando una pesa de 2.25 kg durante 5
minutos, transcurrido ese tiempo se retird la muestra de carne y se pesoéd

nuevamente el papel filtro. Para realizar los célculos se utilizara la siguiente férmula:

(Peso final papel filtro — Peso inicial papel filtro) o

Jugo liberado (%) = 100

Peso de la muestra

Determinacion de color. Siguiendo la metodologia planteada por Huang et al.
(2017), utilizando un espectrofotometro MINOLTA modelo CM-700d/600d, midiendo
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los valores de la escala L* (luminosidad), a* (color rojo) y b* (color amarillo) del
sistema CIE. Las muestras se sacaron del empaque y se expusieron al ambiente
durante 5 minutos. El instrumento se colocd directamente en la superficie de la
carne y se realizd la medicién en nueve diferentes puntos de la muestra para

obtener el promedio.

Determinacion de textura. Se empled la metodologia propuesta por Jin et al.,
(2015). La fuerza de corte se estimd utilizando el texturometro Texture Analyzer/
Portable £ 2500 NI TMS-Pro, se uso la cuchilla Warner Bratzler y la velocidad se fij6
a 100 mm/min, la fuerza de corte se expreso6 en kgf/cm?. Las muestras de carne se
cocieron a bafo maria hasta que la temperatura interna fue de 70 °C,
posteriormente se cortaron para obtener 3 tiras de 1 cm de ancho, 5 cm de largo y
1 cm de altura, y se colocaron de tal forma que el corte de la cuchilla fue

perpendicular a las fibras musculares. Se realizaron 3 cortes en cada tira.

Evaluaciéon Microbioldgica. Para determinar el crecimiento bacteriano en la carne
se siguié el método planteado en la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994,
Bienes y Servicios. Preparaciéon y dilucién de Muestras de Alimentos para su
Analisis Microbiologico. Se utilizaron 10 g de cada muestra y se homogenizaron con
90 ml de agua peptonada estéril. Posteriormente se realizaron 3 diluciones seriadas
y se sembraron en cajas Petri con agar Mc Conkey y agar Salmonella-Shigella, a
continuacién se incubaron a 36°C por 24 y 48 h. El conteo se realizd pasado el
periodo de incubacidn y los resultados se expresaron en log UFC/g.

Evaluacioén sensorial. Se realizd una prueba sensorial afectiva, para determinar el
nivel de aceptacion de las muestras de pollo cubiertas con las peliculas. Se utilizé
la metodologia planteada por Stojanovi¢-Radi¢ et al. (2018) con algunas
modificaciones. Las muestras utilizadas no fueron inoculadas con ningun
microorganismo. Cada muestra se corté en cubos de aproximadamente 5 cmy se

cocinaron en bafo maria hasta alcanzar una temperatura interna de 80 °C. Las
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muestras se sirvieron a temperatura ambiente, en recipientes codificados con tres
numeros aleatorios. Se utilizaron 60 panelistas a los cuales se les pidi6 evaluar el
sabor, color, textura y olor. Las caracteristicas sensoriales se determinaron
mediante la escala heddnica de 9 puntos: me gusta muchisimo (9); me gusta mucho
(8); me gusta (7); me gusta ligeramente (6); ni me gusta ni me disgusta (5); me
disgusta ligeramente (4); me disgusta (3); me disgusta mucho (2); me disgusta

muchisimo (1).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analizados a través del andlisis
de varianza de una sola via, utilizando el programa estadistico JMP, version 8, el
modelo estadistico utilizado solo se aplicé para las evaluaciones de las
caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales. Para determinar
diferencias significativas se realizé una prueba de Tukey, al nivel de significancia de
p < 0.05. Para el resto de las evaluaciones solo se utilizé estadistica descriptiva.

Yi=Hi+Tj+éj
7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1Rendimiento y Contenido total de compuestos fendlicos de los

extractos
El rendimiento de los extractos fue de 8.94 % para el extracto de albahaca y 28.6 %

para el extracto de capuchina. Se observd que la planta de albahaca presentd un
rendimiento casi cuatro veces menor que capuchina. El rendimiento obtenido para
albahaca se encuentra dentro de los valores reportados por Teofilovic et al. (2017)
mientras que capuchina obtuvo un rendimiento similar al obtenido por Zhang et al.
(2016) para romero y clavo.

El contenido total de polifenoles de los extractos metandlicos de capuchina y
albahaca fue de 40.64 y 21.50 mg de AG/g de extracto, respectivamente. Las
diferencias en rendimientos y contenido de polifenoles pueden deberse al disolvente

utilizado, el método de extraccidn, el tamano de las particulas que se utilicen (Ztotek

etal., 2015; Noreen et al., 2017; Teofilovic et al., 2017; Ahmed et al., 2019) asi como
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la parte y tipo de planta que se utilice (Mostafa et al., 2018). Por ejemplo, Garzén y
Wrolstad (2009) obtuvieron una cantidad de polifenoles totales de 406 mg AG/g
utilizando unicamente las flores de color anaranjado de la capuchina, mientras que
Bazylko et al. (2014) obtuvieron una cantidad de 35.6 mg de AG/g en un extracto
etandlico de hojas y flores (7:3). Los resultados obtenidos en este trabajo para el
extracto de flor capuchina son similares debido a que la proporcion utilizada de
flores y hojas fue similar a la utilizada por Bazylko et al. (2014). Teofilovic et al.
(2017) reportan una mayor concentracion de polifenoles en albahaca al utilizar
disolventes polares (5.17 a 62.25 mg AG/q), los valores encontrados en este trabajo
se encuentran en el rango intermedio, por lo que la cantidad del extracto obtenido
fue buena.

Actividad antioxidante de los extractos. En la figura 1 se muestran los resultados
de la actividad antioxidante de los extractos, se observé que en la concentraciéon de
6.25 ug/ml la actividad fue mayor en el extracto de capuchina respecto al de
albahaca, sin embargo, a medida que la concentracion disminuye la capacidad
antioxidante de capuchina también se reduce lo que podria indicar que a mayor
concentracion de extracto mayor es la actividad antioxidante. Esto coincide con lo
reportado por Bazylko et al. (2013) y Carvalho et al. (2015), quienes observaron un
efecto dosis-dependiente para Tropaeolum majus ya que reportaron entre 30 y 40
% de actividad antioxidante cuando las concentraciones fueron elevadas. En el
extracto de capuchina se ha reportado que los compuestos polifendlicos mas
abundantes son acidos cafeoilquinicos (Bazylko et al., 2013; Koike et al., 2015),
mientras que en albahaca el compuesto mas abundante es el linalool (Baldim et al.,
2018; Ahmed et al., 2019), ambos compuestos poseen fuerte actividad antioxidante,
sin embargo, Turkmen et al., (2006) reportan que la actividad antioxidante esta

relacionada a la cantidad y tipo de polifenoles presentes.
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Figura 1. Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de albahaca (Ocimum

basilicum) y capuchina ( Tropaeolum majus).

7.2Determinacion del efecto antimicrobiano de los extractos
Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria identificada para ambos extractos fue de 10
pg/ml, concentracion considerada baja ya que, en el caso de capuchina se ha
reportado para E. coli CMI por arriba de 128 ug/ml, mientras que para Salmonella
sp. han sido superiores a 256 pg/ml (Butnariu et al., 2011). Mientras que para
albahaca se reporta una CMI de >2640 mg |I"' para E. coliy Salmonella infantis
(Alzoreky y Nakahara, 2003). Aunque las concentraciones inhibitorias pueden variar
dependiendo el tipo de disolvente utilizado para la extraccién (Butnariu et al., 2011),
la variedad de planta y estacién en la que sea colectada (Hussain et al., 2008) y la
cepa microbiana contra la que se prueba (Mostafa et al., 2018), en este caso se
observa un efecto inhibitorio en la concentracion utilizada, sin embargo, este efecto
puede ser dependiente del tiempo de acuerdo a lo que se observo en la prueba de

sensibilidad antimicrobiana.
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Cinética de crecimiento bacteriano. Al exponer la cepa de E.coli ATCC 10586 a
las soluciones acuosas de los extractos y a las soluciones de quitosano (figura 2)
se observo efecto inhibitorio por parte de los extractos (p > 0.05) hasta las 5 horas
de evaluacién unicamente. Por otra parte los tratamientos con quitosano mostraron
actividad inhibitoria respecto de los tratamientos con extracto y el tratamiento control
(p < 0.05) lo que signific6 que la adicién de los extractos no interfiere con el efecto
del quitosano y se potencializa su efecto. Resultados similares han sido reportados
por Shekarforoush et al., (2015), Yuan et al., (2016) y Wang et al., (2019).

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)

Ct -== Ab ——Cp QtAlb —e -QtCp —m—Qt

Figura 2. Cinética de crecimiento bacteriana de E. coli ATCC 10586 expuesta a
solucién acuosa de extractos metandlicos de flor capuchina (Tropaeolum majus) y
albahaca (Ocimum basilicum); y solucién de quitosano y quitosano mezclado con

extractos metandlicos de flor capuchina y albahaca.
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En los tratamientos utilizados en la cinética de crecimiento de Salmonella entérica
subsp. entérica serovar Abony NCTC 6017 se observé que no hubo efecto inhibitorio
de los extractos (figura 3), mientras que las soluciones que contenian quitosano
mantuvieron el crecimiento por debajo de 0.5 Unidades McFarland.

Uno de los métodos de actividad microbiana del quitosano es la formacién de una
capsula alrededor de los microorganismos (Ma et al., 2017), lo que podrias ser la
causa de que en las dinamicas de crecimiento no se observe crecimiento
microbiano, ya que al formarse esta capsula alrededor de la bacteria no permite que
lleguen los nutrientes del medio y por lo tanto la bacteria no se desarrolle.

o
o
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o o o

n
o

Unidades McFarland
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Ct -== Alb —e—Cp —e—QtAlb —@ -QiCp —=—Qt

Figura 3. Cinética de crecimiento bacteriana de la solucion acuosa de extractos
metanolicos de flor capuchina ( Tropaeolum majus) y albahaca (Ocimum basilicum)
y solucién de quitosano y quitosano mezclado con extractos metandlicos de flor
capuchina (Tropaeolum majus) y albahaca (Ocimum basilicum) contra la cepa de

Salmonella entérica subsp. entérica serovar Abony NCTC 6017
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Prueba de sensibilidad antimicrobiana. Los resultados de la prueba indicaron que
los extractos tuvieron efecto bacteriostatico solamente durante las primeras horas,
debido a que se observé un halo de inhibicion alrededor de los discos, sin embargo,
en esta zona hubo crecimiento aunque de menor densidad (Figura 4). Debido a que
los microorganismos que se utilizaron fueron Gram negativos, el efecto
antimicrobiano de los extractos podria verse disminuido, debido a la doble
membrana celular que poseen estas bacterias. Mosfata et al. (2018) observaron
este efecto al utilizar extractos etandlicos de plantas contra bacterias Gram
negativas y positivas, obteniendo mayor efecto inhibitorio sobre las Gram positivas.
Por otra parte, Khaliq et al. (2018) reportan un diametro de inhibicibn mayor para
Staphylococccus aureus que para Escherichia coli al utilizar extracto metandlico de
Ocimum sanctum, ademas observaron que el efecto inhibitorio aument6 al
incrementar la concentracion del extracto utilizado.

Extracto metandlico de capuchina
(Tropoeoium majus)

i
)

entérica
subsp. entérico
serovor Abony

7
NCTC 6017 NCTC 601

Figura 4. Actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos de capuchina y
albahaca contra las cepas de E. coli ATCC 10586 y Salmonella entérica subsp.
entérica serovar Abony NCTC 6017
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7.3 Caracterizacion de las peliculas
Grosor y color. Los resultados obtenidos para la evaluacion de grosor y color de

las peliculas de quitosano se muestran en la tabla 2. Las peliculas elaboradas con
el método de casting no mostraron diferencias en grosor (p > 0.05) teniendo un
promedio de 0.50 + 0.05 mm de grosor, en este sentido Kanatt et al. (2012)
reportaron que no obtuvieron existen variaciones en cuanto al grosor de las
peliculas por efecto de la adicidn de los extractos. Las variaciones en grosor también
se evitaron debido a que siempre se utilizé la misma cantidad de solucion para la
formacion de las peliculas, ya que se ha reportado que si puede haber variaciones
en funcién de la cantidad de extracto que se afada, del porcentaje que se utilice de
quitosano asi como del volumen de la solucién que se use para la formacion de las
peliculas (Souza et al., 2017; Rambabu et al., 2019). En cuanto a luminosidad (L*)
se observaron diferencias (p < 0.05) entre los tres tratamientos, siendo la pelicula
de QtCp la menos luminosa, mientras que la pelicula de Qt fue la mas luminosa. En
la tendencia a rojo (a*) de las tres peliculas se observaron valores negativos,
indicando una coloracién ligeramente verde, la cual fue mas notoria en la pelicula
QtCp (p < 0.05). En todas las peliculas se observé un ligero color amarillo, siendo
mas significativo para la pelicula de QiCp (p < 0.05). La disminucion de la
luminosidad de las muestras evaluadas puede deberse a la cantidad de pigmentos
presentes en los extractos, ya que Kan et al. (2019) mencionan que la luz no se
refleja con la misma intensidad, dando como resultado una pelicula mas oscura y
con mayor coloracién. Esta tendencia fue observada también por Souza et al. (2017)

al anadir extractos de romero, jengibre, té verde y té negro.
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Tabla 2. Grosor y color de peliculas de quitosano y quitosano mezclado con

extractos de capuchina (Tropaeolum majus) y albahaca (Ocimum basilicum).

Tratamiento

Qt QtCp QtAlb E.E
Grosor (mm)  0.52, 0.52, 0.51a 0.00
L* 86.83a 81.46. 85.70p 0.28
a* -0.83a -3.22p -0.97. 0.07
b* 2.29 + 0.83p 18.18 +3.04. 3.12+1.09%  0.56

Las letras a, b y ¢ en las filas, indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos.

Pruebas mecanicas. El médulo elastico, la fuerza de tensién y el porcentaje de
elongacion (tabla 3) se obtuvieron a partir de las curvas de esfuerzo-deformacion
obtenidas de las pruebas realizadas a cada pelicula. El médulo elastico de las tres
peliculas fue similar (p>0.05) lo que indicd que los tres tipos de peliculas mostraron
la misma flexibilidad. En cuanto a la resistencia a la tension y porcentaje de
elongacién de la pelicula Qt fue significativamente mayor a QtAlb y QtCp (p < 0.05)
esto podria deberse a que las moléculas de los extractos disminuyen la elasticidad
debido a su interaccion con los grupos OH de las moléculas de glicerol y alcohol
polivinilico. Sin embargo, Souza et al. (2017) y Priyadarshi et al. (2018), reportan

que al afadir extractos no hay diferencias respecto de las peliculas de quitosano.
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Tabla 3. Propiedades mecanicas (ME, FT, %E) de las peliculas de quitosano y

quitosano mezcladas con extractos de capuchina y albahaca.

Qt QtCp QtAlb EE
Modulo elastico (MPa) 33.67a 30.78. 28.93. 2.11
Resistencia a la tensién (MPa) 22.44 , 13.03p 16.34p 1.80
Elongacion (%) 117.164 7294, 79.52, 6.65

Las letras a y b en las filas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre tratamientos

Solubilidad, contenido de humedad y grado de absorcion. La pelicula de
quitosano tuvo un mayor porcentaje (p < 0.05) de contenido de agua (tabla 4) que
las peliculas que contenian los extractos de capuchina y albahaca, esta tendencia
fue observada por Baji¢ et al. (2019). Lo anterior podria deberse a la interaccién
entre las moléculas del quitosano con los componentes de los extractos los cuales
evitan que el agua se ligue a las moléculas del quitosano, por lo cual la pelicula que
no contiene extractos tiene mayor contenido de agua, lo que concuerda con los
resultados obtenidos.

El porcentaje de solubilidad no se afecté (p < 0.05) en ninguno de los tratamientos,
aunque Wang et al. (2019) reportaron que la inclusién de extractos en las peliculas
puede afectar la solubilidad debido a que las moléculas de los polifenoles y las
moléculas de quitosano presentan una interaccion mas fuerte, evitando que el agua
interactue con las moléculas del quitosano, por lo que la matriz de la pelicula no se
degrada. No obstante, el resultado obtenido es mayor que lo reportado por otros
autores (Souza et al., 2017; Baji¢ et al., 2019). Tanto la pelicula Qt como QtAlb
obtuvieron un porcentaje similar en cuanto a grado de absorcién, teniendo un 25%
mas de absorcion que la pelicula de QtCp (p < 0.05). Debido a que la cantidad de
polifenoles es mayor en el extracto de capuchina, tiene mayor interaccion con las
moléculas de quitosano, disminuyendo los enlaces de este con el agua, por lo que
el grado de absorcion es menor que las otras dos peliculas, coincidiendo con lo
reportado por Souza et al. (2019), quienes observaron este mismo efecto al utilizar
extractos hidro-alcohdlicos.
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Permeabilidad al vapor de agua (PVA) y velocidad de transmision del vapor de
agua (VTVA). Las peliculas Qt mostraron una mayor permeabilidad de agua (p <
0.05) respecto de las peliculas QtCp y QtAlb (tabla 4). Esto puede deberse a que la
matriz polimérica se refuerza con la interaccion de los compuestos de los extractos
con los otros componentes de la pelicula, por lo que el espacio intersticial se reduce
(Wang et al., 2019), sin embargo, este comportamiento puede variar dependiendo
de los componentes hidrofébicos e hidrofilicos que se encuentren en los
componentes de las peliculas (Sogut y Seydim, 2018; Yong et al., 2019). Priyadarshi
et al. (2018), Kan et al. (2019), Wang et al. (2019), reportaron que las peliculas de
quitosano tienen una mayor permeabilidad que las que contienen extractos, ademas
observaron que al incrementar la concentracién de los extractos la permeabilidad

disminuia.

Tabla 4. Contenido de agua, solubilidad, grado de absorciéon, PVA y VTVA de las

peliculas de quitosano y quitosano con extracto de capuchina y albahaca

Qt QtCp QtAlb E.E.
Contenido de agua (%) 17.34, 15.45p 15.28p 0.25
Solubilidad (%) 49.27, 47.88; 46.97 0.97
Grado de absorcién (%) 73.73a 55.22p 73.29, 5.43
PVA 0.24, 0.20p 0.19% 0.00
VTVA 0.82p 0.87a 0.86a 0.00

Las letras a y b en las filas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre tratamientos
PVA= Permeabilidad al vapor de agua
VTVA= Velocidad de transmision del vapor de agua

7.4 Efecto de los extractos en caracteristicas fisicoquimicas vy
microbioldgicas de la carne
El pH de las muestras (tabla 5) fue similar al dia 1 y se increment6 significativamente

a través del tiempo, siendo el tratamiento Cp el que presento el valor mas bajo al
final del almacenamiento. Esto quiere decir que la adicién de los extractos no
modificaron significativamente el pH a través del tiempo (p > 0.05), sin embargo, si
permitieron el incremento. El aumento del pH pudo deberse a la accién de los

microorganismos presentes, ya que se observd crecimiento microbiano durante el
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almacenamiento, entonces el aumento de pH pudo deberse a que la amonia se
encuentra entre los productos del metabolismo de las bacterias Gram negativas
(Hwang et al., 2013), por lo que al acumularse, el pH de la carne aumenté. Por el
contrario Radha et al. (2014), Zhang et al. (2016) y Oziinli et al. (2018) reportaron
valores de pH inferiores y estables a los tratamientos control.

La capacidad de retenciéon de agua (CRA) de las muestras evaluadas (tabla 5)
incremento en relacién al tiempo de almacenamiento, respecto del dia 1 al dia 21
(Ct-6.27%, Cp-15.56% y AlIb-19.33%). Se observé que los tratamientos
incrementaron la CRA, siendo los tratamientos con extracto los mas significativos (p
< 0.05). Se ha reportado en otra matriz carnica que al anadir extracto (Jung & Joo,
2013) la capacidad de retencidon aumenta al incrementar la concentracion del
extracto. El aumento en la CRA puede deberse a la interaccion de las moléculas de
agua con los componentes de los extractos al formar enlaces mas fuertes que
mantendrian el agua interactuando con los extractos en la superficie, por lo que el
agua estaria moviéndose desde el interior de la matriz carnica hacia el exterior;
resecando la carne que fue la tendencia que mostraron las muestras del tratamiento
Cp. Otro efecto que se puede observar es que los extractos utilizados en este
trabajo presentan actividad antioxidante, los compuestos antioxidantes podrian
estar actuando contra los radicales libres los cuales afectan las proteinas de la
matriz carnica ocasionando cambios estructurales en la misma (Mancini et al.,
2017); por lo que al inhibir la accion de los radicales libres, la matriz carnica estaria
reteniendo el agua que se encuentra entre las miofibrillas, debido a esto es que la
muestra con extracto de albahaca mostré menor pérdida de agua, sin presentar

desecacion de la muestra.
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Tabla 5. Cambios en el pH, CRA y textura de la carne de pollo asperjada con los

extractos metanolicos de albahaca (Ocimum basilicum) y capuchina (Tropaeolum

majus) almacenada a 4°C por 21 dias

Tiempo de almacenamiento

1 7 14 21
pH
Ct 6.524x 7. 74 8.65bx 9.00ax
Cp 6.45¢« 747y 8.12x 8.33ay
Alb 6.460x 7.56¢xy 8.34py 8.93ax
E.E. 0.03 0.05 0.04 0.05
CRA (%)
Ct 70.69by 77 .19apy 80.904y 76.96apy
Cp 77 .190x 87.43xx 92.35ax 92.75ax
Alb 73.20bxy 72.39y 78.52py 92.53ax
E.E. 1.21 2.20 1.94 1.71
Esfuerzo al corte (kgf)
Ct 0.705 bx 0.7600x 0.462¢x 1.117 ay
Cp 1.025px 0.676cx 0.5514x 1.356ax
Alb 0.818ax 0.566by 0.5220x 0.808ay
E.E 0.10 0.02 0.04 0.10

Las letras a-d en las filas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre dias del mismo tratamiento;

las letras x-z en las columnas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre tratamientos.
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El andlisis del esfuerzo al corte (tabla 5) se realizé en la carne de pollo cocida. La
muestra mas estable durante el almacenamiento fue Alb, mientras que en Cty Cp
se observé aumento de la dureza. En el dia 1 todas las muestras fueron iguales. Al
dia 7 la carne mas suave fue la del tratamiento Alb; el dia 14 nuevamente todas las
muestras se comportaron similar siendo mas suaves que el dia 7. Para el dia 21 se
observé mayor dureza en Cp en comparacion contra Alb (p < 0.05). El tratamiento
Cp al ser el mas reseco, perdi6 el agua que le quedaba durante la coccién siendo
la mas dura; mientras que el tratamiento Alb al tener mayor CRA perdié menos agua
siendo la mas suave. Por ultimo la muestra control también perdié agua durante la
coccién, sin embargo, al no presentar resequedad fue ligeramente mas suave que
la muestra Cp. Estos resultados contrastan con lo reportado por Jung & Joo (2013)
quienes observaron que la dureza de las muestras disminuia con la adiciéon de

extractos.

Las diferencias en cuanto a luminosidad de las muestras asperjadas con los
extractos, se observan en la figura 5. La luminosidad de la carne de pollo con los
tres tratamientos se comport6 de forma similar hasta el dia 14, y fue hasta el dia 21
fue que se observé una mayor disminucion en el valor de L*, principalmente en el
Ct (p < 0.05). El oscurecimiento de las muestras con tratamiento pudo ser causado
por la cantidad de pigmentos presentes en los extractos, mientras que en la muestra
control este comportamiento es natural (Radha et al., 2014; Zang at al., 2016;
Ozinlu et al., 2018). Los resultados de luminosidad pueden presentar variabilidad
debido a que se ha reportado un incremento en la luminosidad al anadir extractos
(Radha et al., 2014; Zang at al., 2016), mientras que en otros casos disminuye
(Ozlnli et al., 2018).
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Figura 5. Luminosidad (L*) de la carne de pollo asperjada con los extractos
metanolicos de albahaca (Ocimum basilicum) y capuchina (Tropaeolum majus)

almacenada a 4°C por 21 dias

En cuanto a la tendencia a rojo (Figura 6) todas las muestras obtuvieron valores
positivos durante todo el tiempo de almacenamiento, presentando diferencias (p <
0.05) entre tratamientos Unicamente el dia 1. Al analizar los datos entre dias del
mismo tratamiento, se observo que el tratamiento Alb present6 un incremento (p <
0.05) en la tendencia a rojo del dia 1 al 7 y después se mantuvo constante hasta el
dia 21, mientras que los tratamientos Cp y Ctr mostraron comportamiento variable,
sin embargo, todos los tratamientos al dia 21 se mantuvieron en el mismo nivel de
coloracion (p > 0.05). La oxidacidén de la mioglobina es el factor principal en cuanto
al cambio de coloracién de la carne debido a que al oxidarse los pigmentos se
cataliza la oxidacién lipidica, y al formarse los radicales libres estos pueden oxidar
los atomos de hierro cambiando el estado de la mioglobina a metamioglobina, o
puede haber desnaturalizaciéon de las moléculas de mioglobina, y cualquiera de
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estos dos fenémenos cambiarian el color de la carne (Oziinlii et al., 2018). En la
muestra control este proceso se daria de forma natural, mientras que en los
tratamientos con extractos podria ser por accion de los pigmentos presentes. Se ha
observado que la adicién de extractos cambia el color rojo en las muestras de carne
utilizadas, disminuyendo el valor a través del tiempo (Radha et al., 2014; Zang at
al., 2016; Ozunlii et al., 2018).
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Figura 6. Tendencia a rojo (a*) de la carne de pollo asperjada con los extractos
metanolicos de albahaca (Ocimum basilicum) y capuchina (Tropaeolum majus)
almacenada a 4°C por 21 dias

En el comportamiento en la tendencia a amarillo (b*) de las muestras (Figura 7) se
puede observar que Cp obtuvo el valor mas alto al inicio y final del experimento, Alb
tuvo valores intermedios entre Cp y Ctr, mientras que este ultimo fue el de valores
mas bajos durante el almacenamiento. Este comportamiento en la coloracion puede
deberse a los pigmentos presentes en los extractos, debido a que los extractos

presentan una coloracién entre café y verde. Radha et al., 2014; Zang at al., 2016;
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Ozlinlii et al., 2018 obtuvieron valores de b* mas altos en las muestras tratadas con
extractos, lo que coincide con los resultados aqui obtenidos.
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Figura 7. Tendencia a amarillo (b*) de la carne de pollo asperjada con los extractos
metanolicos de albahaca (Ocimum basilicum) y capuchina (Tropaeolum majus)
almacenada a 4°C por 21 dias

Analisis microbioldgico. El crecimiento de E. coli ATCC 10586 (Figura 8) no se
vio afectado con los tratamientos que contenian extracto, por lo que se observé un
crecimiento similar al tratamiento control (p > 0.05). Los tres tratamientos mostraron
un incremento en el crecimiento bacteriano del dia 1 al dia 21 (p < 0.05). Esta
tendencia fue observada por Radha et al. (2014) al utilizar extracto de Brassica nigra
contra Pseudomona spp. La actividad antimicrobiana en la capuchina esta dada por
el benzyl isotiocianato, mientras que en la Brassica nigra es el allyl isotiocianato.
Bazylko et al. (2013) reporta concentraciones de benzyl isotiocianato que varian
entre 7.4-277.6 ug/g en 2 g de extracto de capuchina, la variabilidad en la cantidad

presente de isotiocianato dependid del tipo de extracto, y el proceso de recoleccion
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y almacenamiento de la planta. Este trabajo no se enfocd en determinar la cantidad
de benzyl isotiocianato en el extracto de capuchina, pero es posible que la cantidad
presente no haya sido suficiente para que se presentara el efecto antimicrobiano,
debido a que se han reportado concentraciones minimas inhibitorias de 40-600 pg/g
para microorganismos Gram positivos, y para Gram negativos las concentraciones

van de 80-1200 pg/g de benzyl isotiocianato (Al-ani et al., 2015).

Los principales constituyentes de la albahaca que presentan actividad
antimicrobiana son linalool, eugenol, pinenos (a y B), estragol y eucalyptol cuya
concentracion va de 24.70-60.22% de linalool, 0.1-6.20% de eugenol y 0.1-3.99%
de a-pineno en aceite esencial (Baldim et al., 2018; Piras et al., 2018; Ahmed et al.,
2019); mientras que en extracto metandlico se ha reportado para linalool 16.69%,
estragol 8.66% y eucalyptol 3.63% (Alkuwayti et al., 2019). Estas concentraciones
dependeran de la variedad de la planta, la estacién en la que sea recolectada, asi
como la temperatura (Baldim et al., 2018; Piras et al., 2018; Ahmed et al., 2019).
Este trabajo no se enfocd en determinar las concentraciones de los componentes
mencionados, sin embargo, la actividad antimicrobiana para inhibir el crecimiento
microbiano se encuentra en concentraciones mayores a 2640 mg |I-' de extracto
metanolico de acuerdo a lo reportado por Alzoreky y Nakahara (2003) por lo que es
posible que en la cantidad utilizada de extracto no se encontrara el porcentaje

suficiente de los componentes con actividad antimicrobiana.
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Figura 8. Efecto de los extractos metandlicos de albahaca (Ocimum basilicum) y
capuchina (Tropaeolum majus) sobre el crecimiento de E. coli ATCC 10586

inoculada en carne de pollo almacenada a 4°C por 21 dias

7.5Evaluaciéon del efecto de la biopelicula adicionada con extractos en

caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales de la
carne

El pH en el dia 1 de almacenamiento (Tabla 6) fue el mismo para todas las muestras

(p > 0.05), sin embargo, a partir del dia 7 y hasta el dia 21, el pH de las muestras
Qt, QtAIb, QtCp se mantuvieron constantes y por debajo del valor de la muestra
control (p < 0.05). La estabilidad mostrada en el pH puede deberse a que las
peliculas impiden el crecimiento de bacterias por lo que los productos de su
metabolismo no se presentan y de esta forma el pH no se ve afectado. Sogut y
Seydim (2018) utilizaron quitosano y extracto de uva mientras que Mehdizadeh y
Langroodi (2019) aplicaron quitosano con extracto de propdleo y Zataria multiflora
ambos en muestras de pollo y en ambos casos se reporta un efecto de

mantenimiento del pH.
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La CRA (Tabla 6) increment6 (p < 0.05) del dia 1 al 21 para todos los tratamientos,
siendo el tratamiento QtAlb el valor mas alto al final del almacenamiento. En cuanto
a los resultados obtenidos entre tratamientos, Qt, QtCp, QtAlb fueron superiores (p
< 0.05) al tratamiento Ctr durante todo el tiempo de almacenamiento. La CRA
aumenté en el transcurso del almacenamiento debido a que las muestras cubiertas
con las peliculas presentaron resequedad. Esto pudo suceder a causa del contacto
directo de las peliculas con las muestras carnicas, puesto que presentaron un grado
alto de absorcién de agua. Por otro lado se ha reportado en otras especies (Merlo
et al., 2019) que as peliculas de quitosano mezclado con pimienta rosa (Schinus

terenbithifolius Raddi), disminuyen la CRA, contrario a lo observado en este trabajo.

Los resultados de la prueba de esfuerzo al corte (tabla 6) indican un incremento en
la dureza de las muestras durante el almacenamiento (p < 0.05) solo para las
muestras Ctr, Qt y QitCp. Dado que las muestras cubiertas por las peliculas
presentaron resequedad, durante el proceso de coccion perdieron el agua que
quedaba dando como resultado muestras mas duras. En otros estudios se ha
reportado disminucion de la dureza en crustaceos al utilizar quitosano combinado

con extracto de cascara de granada (Yuan et al., 2016).

50



Tabla 6. Efecto de las peliculas de quitosano y quitosano con extractos de albahaca
(Ocimum basilicum) y capuchina (Tropaeolum majus) sobre el pH de la carne de
pollo almacenada a 4°C por 21 dias

Tiempo de almacenamiento

1 7 14 21
pH
Ctr 6.624x 7.77 cx 8.760x 9.184ax
Qt 6.70ax 6.814y 6.75ay 6.49y
QtCp 6.62ax 6.632; 6.70ay 6.72qy
QtAlb 6.77 ax 6.74ay; 6.91ay 6.69ay
E.E 0.05 0.04 0.05 0.06
CRA (%)
Ctr 66.35¢; 81.42p, 82.99p, 88.10a,
Qt 80.04cy 88.52py 89.12 94.79axy
QtCp 86.39bx 89.47x 93.59x 94.384y
QtAlb 82.74cxy 93.31bxy 96.63ax 97.05ax
E.E 1.63 1.08 1.14 0.60
Esfuerzo al corte (kgf)
Ctr 0.42; 0.684y 0.802; 0.814y
Qt 1.06by 1.12nx 1.30bxy 1.77
QtCp 1.10by 1.16bx 1.14py; 2.1
QtAIb 1.6 apx 1.300x 1.62abx 1.78ax
E.E. 0.07 0.07 0.11 0.10

Las letras a-d en las filas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre dias del mismo tratamiento;

las letras x,y,z en las columnas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre tratamientos.

Se observé que la luminosidad de las muestras (figura 9) Qt, QiCp y QtAlb
mostraron un comportamiento descendente desde el dia 1 hasta el 21 con respecto
al Ctr (p < 0.05). Esta tendencia coincide con la observada por Sogut y Seydim
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(2018) quienes reportan que esta disminucion de luminosidad es debido a la
transferencia de humedad de la muestra hacia las peliculas, lo que corresponde con

lo observado en este trabajo.
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Figura 9. Luminosidad (L*) de la carne de pollo cubierta con las peliculas de
quitosano y quitosano adicionadas con extractos de albahaca y capuchina
almacenada a 4°C por 21 dias

La tendencia a rojo (figura 10) de las muestras Qt, QtCp y QtAlb fue mayor respecto
al Ctr hasta el dia 14, sin embargo, al final del almacenamiento todas se observaron
con valores similares (p > 0.05). Los resultados obtenidos por Sogut y Seydim
(2018) tuvieron una tendencia de aumento a excepcidn de la muestra control, lo cual
difiere con los resultados aqui presentados, ya que los valores al inicio y final del
almacenamiento fueron similares, por lo que las peliculas estarian actuando como
estabilizador del color. Por otro lado Serrano-Ledn et al. (2018) no encontraron

diferencias entre las muestras tratamiento y el control.
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Figura 10. Tendencia a rojo (a*) de la carne de pollo cubierta con las peliculas de
quitosano adicionadas con extractos de albahaca (Ocimum basilicum) y capuchina

(Tropaeolum majus) almacenada a 4°C por 21 dias

El color amarillo de las muestras (figura 11) del dia 1 y 7 de almacenamiento, tuvo
un comportamiento similar (p > 0.05) manteniéndose dentro del rango de 16 a 19.
Del dia 14 al 21 todas las muestras presentaron un incremento en el color amarillo,
sin embargo, la muestra Ctr fue la muestra mas amarilla (p < 0.05). El aumento en
el valor de b* para la muestra control puede deberse al estado de la mioglobina, la
cual pudo haber cambiado a metamioglobina, lo que significaria que la adicién de
las peliculas estabilizaria el color al prevenir la oxidacién de la mioglobina. Sogut y
Seydim (2018) observaron el mismo efecto estabilizador por parte de las peliculas

entre el dia 9 y 15 de almacenamiento.
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Figura 11. Tendencia a amarillo (b*) de la carne de pollo cubierta con las peliculas
de quitosano adicionadas con extractos de albahaca (Ocimum basilicum) y
capuchina ( Tropaeolum majus) almacenada a 4°C por 21 dias

Evaluacion microbioldgica. El efecto de las peliculas de quitosano sobre el
crecimiento de E. coli ATCC 10586 se presenta en la figura 12. Se observd que
durante los 21 dias de almacenamiento los tratamientos con peliculas tuvieron un
crecimiento menor respecto al Ctr (p < 0.05). Estos resultados coinciden
parcialmente con lo reportado por Shekarforoush et al. (2015) quienes observaron
que al aplicar quitosano para inhibir el crecimiento de E. coliO157:H7 en muestras
de pollo, la tendencia fue inhibitoria durante el tiempo de evaluacion, sin embargo,
los conteos de log UFC/g se comportaron de forma similar al control lo que contrasta
con nuestros resultados; mientras que al combinar el quitosano con el aceite
esencial de orégano, este incrementé su actividad inhibitoria respecto al quitosano

solo, lo que corresponde a la actividad mostrada por las peliculas de quitosano
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combinado con los extractos. En otros trabajos (Vasilatos y Savvaidis; 2013; Gilani
et al., 2015; Mehdizadeh y Langroodi, 2019) se puede observar que el
comportamiento inhibitorio se incrementa al utilizar quitosano y quitosano
combinado con aceites esenciales y extractos, lo que corrobora el efecto sinérgico
de estos compuestos, sin embargo, este efecto depende del tipo de compuesto que

se utilice asi como de la concentracion.
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Figura 12. Efecto de la pelicula de quitosano y quitosano mezclado con los
extractos metanolicos de albahaca (Ocimum basilicum) y capuchina (Tropaeolum
majus) sobre el crecimiento de E. coli ATCC 10586 inoculada en carne de pollo

almacenada a 4°C por 21 dias

Evaluacioén sensorial. Se pudo apreciar que el nivel de aceptacion global (Figura
13) se concentré en dos grados dentro de la escala utilizada, que fueron “Me gusta
ligeramente” y “Ni me gusta ni me disgusta”; lo cual indica que para la mayoria de
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los consumidores las diferencias que presentaron las muestras en los atributos
sensoriales no fueron relevantes para el rechazo del producto. Se ha observado que
la adicidén de peliculas con extractos cambian las caracteristicas sensoriales de los
productos, sin embargo, no se afectan de forma negativa por lo que no hay rechazo
por parte del consumidor (Gilani et al., 2015; Mehdizadeh y Langroodi, 2019).
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Figura 13. Nivel de aceptacion global de las muestras de carne de pollo tratadas
con la pelicula de quitosano y quitosano mezclado con los extractos de albahaca y

capuchina

Los resultados del analisis sensorial se presentan en la tabla 7. La preferencia de
olor fue superior para el Ctr y menor para QtAlb (p < 0.05). En cuanto a color y
textura el comportamiento fue similar, en ambos casos el Ctr obtuvo un mejor
puntaje (p < 0.05) que los tratamientos Qt y QtAb. Por ultimo, en sabor, el Ctr fue el
que presentd un nivel de agrado mayor (p < 0.05) respecto de los tratamientos con
peliculas. En el andlisis sensorial realizado por Gilani et al. (2015) observaron que
los tratamientos con quitosano y quitosano combinado con jugo de granada y
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Zataria multiflora tuvieron un nivel de aceptacion similar al tratamiento control en los
atributos de olor, color y sabor, mientras que en textura la aceptacién de los
tratamientos fue mejor que el control (p < 0.05). Por otra parte, Mehdizadeh y
Langroodi (2019) reportan valores similares entre el tratamiento quitosano y el
control (p > 0.05) mientras que al anadir extracto de propdleo y Zataria multiflora,
obtuvieron valores mas bajos de aceptacién, los cuales se incrementan o
disminuyen dependiendo de la concentracion utilizada. La albahaca pertenece a la
familia de las Lamiaceae, al igual que la Zataria, por lo que el comportamiento es
similar a lo observado por Gilani et al. (2015) y Mehdizadeh y Langroodi (2019).
Mientras que la capuchina presenta caracteristicas similares a Brassica nigra otra
especie del orden de las Brassicales, que de acuerdo al andlisis sensorial de Radha
et al. (2014) los atributos de olor y sabor son similares al control, en este caso la
diferencia con el control se presenta principalmente en el sabor.

Tabla 7. Resultados de la evaluacién sensorial de las muestras de carne de pollo

tratadas con la pelicula de quitosano y quitosano mezclado con los extractos de
albahaca y capuchina

Tratamiento

Ctr Qt QtCp QtAlb E.E.
Olor 5.96a 5.39a 5.290 4.86p 0.19
Color 6.14, 5.31p 5.454 5.22y 0.19
Sabor 6.50a 5.57y 5.13p 5.01p 0.22
Textura 6.77a 5.80p 6.082b 5.34y 0.22

Las letras a y b en las columnas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre tratamientos
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8. Conclusiones
Se obtuvo un mayor rendimiento, una mayor cantidad de polifenoles y una mayor

actividad antioxidante en el extracto de capuchina. La evaluacién in vitro indic6é que

los extractos no presentaron actividad antimicrobiana contra las cepas utilizadas.

Las peliculas obtenidas presentan una distribuciéon uniforme de componentes. La
adicion de extractos no afecta el grosor, la flexibilidad, y la solubilidad de las
peliculas, sin embargo, disminuyen la resistencia a la tensién y la elasticidad.
También se disminuy6 la permeabilidad al vapor de agua, y el contenido de agua al
anadir extractos. La pelicula QtCp tuvo menor porcentaje de absorcion de agua y

mayor coloracién.

Al aplicar los extractos sobre la carne, no se observaron efectos favorables debido
a que no cambid el comportamiento del pH. Se encontré también que los extractos
hicieron la carne mas dura, debido a un efecto de resequedad en las muestras. Al
analizar el color, se encontré que los extractos mostraron una tendencia de aumento
en la luminosidad, la tendencia a rojo y la tendencia a amarillo de las muestras. No

se apreci6 efecto favorable de los extractos en el crecimiento microbiano.

Las peliculas mostraron cambios favorables en la estabilidad del pH, y la tendencia
arojo y tendencia a amarillo, ademas se observd que son eficaces para controlar el
crecimiento microbiano, y presentan un nivel de aceptacién también favorable en el
analisis sensorial. Los cambios desfavorables se observaron en CRA, esfuerzo al
corte y luminosidad, ya que la carne se observé reseca, dura y mas oscura con las

peliculas.

Utilizar las peliculas como recubrimiento de productos carnicos, podria ser favorable
debido a que conservan la mayoria de las caracteristicas de interés, sin embargo,
se buscaria reducir la interaccion de las peliculas con el agua de las muestras para
evitar la resequedad. Debido a que la pelicula con extracto de capuchina obtuvo

valores de preferencia similares al control, se recomendaria utilizar este tratamiento.
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