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Resumen

La carne de res posee gran importancia econdmica, y provee aminoacidos esenciales y
micronutrientes a la dieta humana. No obstante, su alta susceptibilidad al deterioro
microbiano y fisicoquimico le otorga vida util reducida. Este trabajo tuvo como objetivo
formular una pelicula activa comestible (PAC) incorporada con nanoparticulas de silice
mesoporosa amino-funcionalizadas (NSMF), y cargadas con aceite esencial de orégano
mexicano (Lippia graveolens Kunth) (AEO), y evaluar su efecto sobre la calidad de carne
fresca de res almacenada en refrigeracion. La PAC se formulé a base de aislado de proteina
de amaranto (APA) y quitosano (Q) probados en proporciones 4:1y 9:1 (APA:Q; p/p), a la
cual se afiadio AEO emulsificado o encapsulado en NSMF. El efecto de conservacion de las
PAC se establecio usando un disefio experimental unifactorial (tipo de pelicula) con
mediciones repetidas en el tiempo durante 42 dias. Se determinaron las propiedades
fisicoquimicas y la permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas, asi como sus
propiedades antimicrobianas y, usando espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier, la interaccidn entre sus componentes. La PAC 4:1 (APA:Q; p/p) exhibié adecuadas
propiedades de elongacion (4.71+1.48 %), resistencia a la tension (36.91+1.37 MPa), médulo
de Young (1354.80+64.60 MPa) y de barrera (PVA=3.33x10°+2.46x10® g/dia*m*Pa). Se
incremento la actividad antimicrobiana in vitro de la PAC contra E. coli 0157:H7 afiadiendo
AEO encapsulado (9% p/p) y se observaron interacciones del glicerol y las NSMF con la
matriz polimérica. En carne fresca de res, la PAC redujo la decoloracion de su superficie,
inhibié el crecimiento (respecto al control) de Brochothrix thermosphacta (5.5 Log),
Escherichia coli (3.5 Log), Pseudomonas spp. (2.8 Log) y mesofilos aerobios (6.8 Log) a los
42 dias de almacenamiento. Ademas mejoré su aceptabilidad olfativa a los 21 dias de
almacenamiento, prolongando asi su vida atil y comprobando la capacidad de conservacion
de esta pelicula.

Palabras clave: conservacion de carne fresca de res, empaques activos comestibles, aceite
esencial de orégano, nanoparticulas de silice mesoporoso.



Abstract

Beef has great economic importance and provides essential amino acids and micronutrients
to the human diet; however, its high susceptibility to microbial and physicochemical
deterioration results in reduced shelf life. This work aimed to formulate an active edible film
(AEF) incorporated with amino-functionalized mesoporous silica nanoparticles (A-MSN)
loaded with Mexican oregano (Lippia graveolens Kunth) essential oil (OEQO), and evaluate
its effect on fresh beef quality during refrigerated storage. The AEF was based on a mixture
of amaranth protein isolate (API) and chitosan (CH) testing two ratios, 4:1 and 9:1 (API: CH;
w/w) to which OEO emulsified or encapsulated in A-MSN was added. The preservation
effect of the AEF on fresh beef was established using one factor experimental design with
repeated measurements over time for 42 days, using the type of edible film as a factor. The
physicochemical properties and water vapor permeability (WVP) of the films were
determined, as well as their antimicrobial properties and the interaction between their
components by Fourier-transform infrared spectroscopy. Concisely, 4:1 (API: CH) mixture
produced the best AEF, good mechanical properties were observed by measuring its
elongation (4.71+1.48 %), tensile strength (36.91+1.37 MPa), and Young's modulus
(1354.80+64.6 MPa), meanwhile its water vapor permeability value exhibits its appropriate
barrier properties (3.33x107°+2.46 x10°° g/day*m*Pa). In vitro antimicrobial activity of AEF
against E. coli O157:H7 was improved by adding encapsulated OEO (9% w/w) and
interactions of glycerol and A-MSN with the polymeric matrix were observed. In fresh beef,
AEF reduced surface discoloration and at 42 days of storage inhibited the growth (relative to
the control) of Brochothrix thermosphacta (5.5 Log), Escherichia coli (3.5 Log),
Pseudomonas spp. (2.8 Log) and aerobic mesophilic bacteria (6.8 Log). Also, at 21 days of
storage improved its odor acceptability, thus enlarging its shelf life and proving the
preservation capacity of this film.

Key words: fresh beef preservation, active edible packages, oregano essential oil,
mesoporous silica nanoparticles.



1 INTRODUCCION

Actualmente la proteina carnica se mantiene como componente fundamental de una dieta
equilibrada debido, principalmente a su contenido de aminoacidos esenciales; en México, el

consumo de carne de bovino en el afio 2020 fue de 15.1 kg por persona.

La carne cruda, debido a sus caracteristicas de actividad de agua y su gran cantidad de
nutrientes es una matriz susceptible al crecimiento de microorganismos deterioradores y
patdgenos, asi como a reacciones de oxidacidn que repercuten directamente sobre la calidad
sensorial del producto. Por otro lado, las reacciones de oxidacion de la mioglobina, debido a
la exposicion de la carne al oxigeno del aire, generan cambios en su coloracion que resultan
poco atractivos para los consumidores. Estos problemas se han contrarrestado cominmente
mediante almacenamiento a temperaturas de refrigeracion, empaques especializados y
antioxidantes sintéticos. Sin embargo, actualmente el empaque primario con peliculas
comestibles se posiciona como una alternativa prometedora debido a sus mdltiples
beneficios, entre los cudles destacan sus propiedades de barrera al paso de gases, sus
propiedades antimicrobianas y su capacidad para fungir como acarreadores de diferentes
compuestos bioactivos. En cuanto a estos ultimos, desde hace varios afios una gran cantidad
de estudios han mostrado la capacidad de aceites esenciales de algunas plantas como
antioxidantes y antimicrobianos, ademas de su posible encapsulacion para la proteccion de
sus componentes volatiles, mejorando su efectividad y disminuyendo sus efectos negativos

sobre la aceptabilidad de los productos alimentarios.

Con el fin de satisfacer la creciente demanda de productos naturales, que preserven las
caracteristicas de calidad en productos carnicos al tiempo que aseguren su inocuidad, el
presente trabajo tuvo como objetivo disefiar y caracterizar una pelicula activa comestible a
base de proteina de amaranto y quitosano, adicionada con aceite esencial de orégano
encapsulado en nanoparticulas de silice mesoporosa para evaluar su efecto sobre las

propiedades fisicas, quimicas, microbioldgicas y sensoriales de carne fresca de res.



2 ANTECEDENTES

2.1 Carne fresca de res y vida de anaquel

La carne fresca es una buena fuente de nutrientes, ademas una matriz compleja donde los
patdgenos relacionados con alimentos y microorganismos de deterioro pueden crecer
facilmente. Para extender la vida de anaquel y garantizar la seguridad de estos productos se
emplea el almacenamiento en refrigeracion al vacio o en atmdsferas modificadas. Sin
embargo, estas condiciones permiten tanto la sobrevivencia como el crecimiento de cepas de
patdgenos y deterioradores, asi como el desarrollo de reacciones de oxidacion (Hernandez-
Hernandez y col., 2019).

A pesar de que se ha intentado sustituir la proteina carnica en las dietas actuales debido a sus
probadas desventajas (costo de produccidn, dafio al medio ambiente y huella hidrica), en la
actualidad se mantiene como parte importante de una dieta equilibrada por ser fuente de

aminoéacidos, vitaminas y minerales esenciales para el desarrollo humano.

2.1.1 Mercado nacional de carne de bovino

Mundialmente, y a pesar de la tendencia a la alza de la produccién de carne de bovino en los
ultimos afos, la disrupcion econdémica mundial asociada con la pandemia por COVID-19
causé que los consumidores optaran por proteinas menos caras, ademas se disminuyo el
trafico restaurantero, disminuyendo la demanda también y conduciendo a los productores a
ajustar sus planes de produccion. El efecto de la pandemia dio como resultado a nivel global
un descenso en el consumo de 1.4 % al cierre del afio 2020 (USDA, 2020). Sin embargo,
segun informacion del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2021) la
produccion estimada de carne de bovino para 2021 seria de 2,126,182 toneladas (t) (Figura
1), 2.3 % mayor respecto a 2020. De acuerdo a informacion del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de América (USDA), se prevé que para el afio 2021 México se
mantenga como el séptimo productor a nivel mundial con una produccion estimada de 2,190
t.
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Figura 1. Panorama nacional de produccién de carne de res.

(e= estimacion 2021). *La produccién no incluye el peso equivalente en canal del ganado exportado en pie
(adaptado de Consejo Mexicano de la Carne, 2021).

Al cierre del 2020, en México se llegd a un consumo per cépita de 69 kg de carne al afio. En
cuanto a la carne de res, ésta ha mantenido su balanza comercial en superavit, las
exportaciones incrementaron 9.7% y las importaciones decrecieron 15 %. Por otro lado, la
produccion creci6 un 2.6 % mientras que el consumo per cépita disminuyé un 0.2 %, siendo
éste Gltimo de 15.1 kg por persona, ubicando a México en el 5° lugar de paises consumidores

de carne de bovino (Consejo Mexicano de la Carne, 2021).

El 64 % de la produccion nacional en 2020 fue generado por 10 estados de la republica,
dentro de los cuéles destacan Veracruz (12.9 %), Jalisco (11.7 %) y San Luis Potosi (6.0 %)
(SIAP, 2021). Actualmente México exporta a 10 paises un promedio de 16,219 t de carne de
bovino siendo los principales destinos Estados Unidos, Japon, Hong Kong y Corea del Sur

(Consejo Mexicano de la Carne, 2021).
2.1.2  Normatividad

La normativa actual para la produccion y comercializacion de carne de res se resume en la
Tabla 1.



Tabla 1. Normatividad para la produccion y comercializacion de carne de res.

Titulo

Clave

Especificaciones zoosanitarias para la construccion y
equipamiento de establecimientos para el sacrificio de
animales y los dedicados a la industrializacion de productos

carnicos, en aquellos puntos que resultaron procedentes.

NOM-008-Z00-1994

Proceso sanitario de la carne.

NOM-009-Z00-1994

Informacion comercial-Declaracion de cantidad en la etiqueta-
Especificaciones.

NOM-030-SCFI1-2006

Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y
bebidas no alcoholicas pre-envasados. Informacion comercial

y sanitaria.

NOM-051-SCFI/SSA1-
2010

Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohodlicas con
modificaciones en su composicion. Especificaciones

nutrimentales.

NOM-086-SSA1-1994

Jamén-Denominacion y clasificacion comercial,
especificaciones fisicoquimicas, microbioldgicas,

organolépticas, informacion comercial y métodos de prueba.

NOM-158-SCFI1-2003

Productos y servicios. Especificaciones sanitarias en los
establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de animales
para abasto, almacenamiento, transporte y expendio.

Especificaciones sanitarias de productos.

NOM-194-SSA1-2004

Productos y Servicios. Productos cérnicos procesados y los
establecimientos dedicados a su proceso. Disposiciones vy

especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

NOM-213-SSA1-2018

Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o

suplementos alimenticios.

NOM-251-SSA1-2009




2.1.3  Composicion quimica de la carne de bovino

La carne de res posee caracteristicas nutritivas relevantes debido a su alto contenido de
proteinas con aminoacidos esenciales y otros micronutrientes valiosos en la dieta como
vitaminas (A, C, Bes y B12) asi como minerales tales como hierro, zinc y potasio (Nicklas &
Fulgoni, 2012). Pavan y col. (2013), realizaron el andlisis proximal de ocho cortes de reses
alimentadas con pasto segun la clasificacion estadounidense y cuyas equivalencias en la
clasificacion mexicana son: cuete, chuleton, pulpa negra, lomo, filete o solomillo, aguayén,
espaldilla, carne molida (Consejo Mexicano de la Carne, 2019). Los resultados encontrados
por estos investigadores se muestran en la Tabla 2; es importante resaltar que el aguayén es
uno de los cortes con mayor contenido graso (4.52 %) y de acidos grasos poliinsaturados
(5.43 %).

Tabla 2. Analisis proximal y concentracion de acidos grasos poliinsaturados de cortes de
reses alimentadas con pasto (Adaptado de Pavan y col., 2013).

Corte N Humedad Cenizas Proteina Lipidos AGPI?
9/100 g de corte crudo 0/100 g de AGT?
Cuete 13 74113 1.172 23.07% 2.30¢ 6.872
Chuletdn 13 7257° 1.142 23.782 3.04¢ 5.07°
Pulpa negra 12 72.84° 1.182 21.58° 3.14¢ 5.90°
Lomo 13 72.74P 1.182 23.23% 3.20¢ 5.05¢
Aguayon 13 72.02% 1.152 22.20% 4.52° 5.430
Filete 13 70.05¢ 1.172 23.34% 6.29° 4.94¢
Espaldilla 13 71.36° 1.04° 20.20° 6.91° 3.64¢
Carne molida 13 59.44°¢ 0.84°¢ 18.54°¢ 19.932 1.99°
EE 1.69 0.10 2.56 1.31 0.952

ab.¢.d.eDentro de una columna, medias sin un superindice en comdn son diferentes (P<0.05). N=nlmero de
muestras. EE=error estandar.

LAGPI (Acidos Grasos Poliinsaturados)= C18:2 n-6+C18:3 n-3+C20:4 n-6+C20:5 n-3+C22:5 n-3+C22:6 n-3.
2AGT: 4cidos grasos totales.



El contenido y el tipo de lipidos en la carne son caracteristicas de relevancia debido a la
susceptibilidad de estos compuestos a oxidarse, provocando cambios en sus caracteristicas
sensoriales y nutricionales. Cabe sefialar que los cortes con mayor calidad poseen mayor

contenido graso, como se observa en la Tabla 3:

Tabla 3. Composicién proximal de cortes de res (adaptado de Smith y col., 2011).

Porcentaje
Grado de calidad USDA? :
Grasas Humedad Proteina Cenizas
Prime 14.82 60.02 24.92 1.102
Choice 7.9° 66.0° 26.3° 1.162
Select 5.4¢ 67.0° 27.7° 1.24°
EEM 0.3 0.4 0.2 0.02

Medias dentro de una misma columna y fila, sin una letra en comun (a-€) son diferentes (p<0.05). EE= Error
Estandar. ®Departamento de Agricultura de Estados Unidos (1997)

2.1.4  Oxidacion de los lipidos, la mioglobina y su efecto sobre la aceptabilidad de

la carne de res

Para los consumidores, un factor de calidad de gran relevancia es la presencia de un color
rojo brillante, el cual es interpretado por los consumidores como un indicador de frescura e

integridad de la carne cruda de res.

En condiciones de vacio la carne de res mantiene un color morado-rojizo debido a la
formacion de desoximioglobina; un acomodo de los cortes de carne en empaques altamente
permeables al oxigeno asegura la formacion del pigmento oximioglobina y un color rojo
brillante muy atractivo. Sin embargo, la continua exposicion al oxigeno favorece la oxidacion
de los lipidos y la mioglobina, resultando en una acumulacién gradual de la metamioglobina
en la superficie de la carne y una consecuente decoloracion del color rojo a un color café. Por
tanto, si las reacciones de oxidacion son retardadas, su vida de anaquel puede extenderse

(Pereira-Cardoso y col., 2016).

El empaque en atmosferas modificadas es utilizado como un método efectivo para mejorar

el color de la carne cruda. Sin embargo se ha mostrado que una alta concentracion de oxigeno



puede causar la degradacion de la calidad por la oxidacion de lipidos y proteinas, produciendo
asi rancidez en la carne. Lo que a su vez puede afectar el color y el sabor caracteristicos de
la carne empacada (Zakrys-Waliwander y col., 2013). Su aplicacion se ha incrementado en
los afios recientes, pero la optimizacion de la composicion de gases aun es critica para

asegurar la calidad y la inocuidad de los alimentos.

Una parte importante de la microbiota de la carne son las bacterias acido-lacticas (BAL),
cuya actividad metabdlica resulta en un deterioro por la aparicion de sabores acidos
desagradables, exudados lechosos y, frecuentemente, viscosos, hinchamiento de los
empaques y enverdecimiento (Samelis y col., 2000).

Una posible alternativa para la solucion del problema de la pérdida de calidad en los cortes
de carne fresca de res es el uso de recubrimientos comestibles que pueden aplicarse como

empaques primarios sobre la carne.
2.1.5 Pérdidas de producto nacional y estimacion de la vida de anaquel

El almacenamiento en refrigeracion, super-refrigeracion y congelamiento son los métodos de
conservacion comerciales mas comunes de la carne fresca. La carne congelada es una forma
segura de almacenar la carne. Sin embargo, la calidad y la palatabilidad (textura, jugosidad,
sabor, etc.) puede reducirse debido a los procesos de congelamiento y descongelamiento, por
lo que es menos popular entre los consumidores comparada con el almacenamiento bajo
condiciones de refrigeracion. Por su parte, la carne refrigerada tiene una vida de anaquel
limitada, lo cual es un factor limitante para su distribucién y transporte en distancias largas
(Xue y col., 2020).

En 2016, Chandra y col., estimaron la vida de anaquel de carne de res empacadas con
peliculas comestibles combinadas con clavo (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum
cassia) en polvo, mediante la metodologia de superficie de respuesta. Para temperaturas de

10 °Cy 4 °C, la vida de anaquel estimada fue de 22 y 32 dias respectivamente.

Segun datos del Banco Mundial (2017), en México se desperdician 552,382 t de carne de res

al afo a lo largo de la cadena alimentaria, lo cual representa un 35.41% del consumo anual.



El impacto ambiental generado por los desperdicios se traduce en un fuerte costo econémico
debido a emisiones de CO2 y uso de agua principalmente.

2.2 Recubrimientos comestibles

Las peliculas y recubrimientos comestibles son delgadas capas de materiales comestibles, a
base de proteinas, carbohidratos, lipidos o la mezcla de estos, aplicadas en productos
alimenticios que juegan un papel importante en su conservacion, distribucion y
mercadotecnia. Algunas de las funciones de los recubrimientos son proteger el producto de
dafios mecénicos y de actividades fisicas, quimicas y microbioldgicas (Falgueray col., 2011).
Por su parte las peliculas usualmente se usan para el acarreo del alimento, pues no estan en

contacto intimo con la superficie como los recubrimientos.

Existe una creciente demanda por parte de los consumidores por alimentos saludables e
inocuos y una exigencia de métodos de empaque con menor impacto ambiental. Los
recubrimientos comestibles han adquirido un gran interés en los afios recientes debido a sus
beneficios sobre las peliculas sintéticas y sus prometedores resultados en la conservacion de
alimentos. Las técnicas tradicionales usadas para la aplicacién de empaques comestibles son
la granulacion de lecho fluidizado, la aspersion, la inmersion y el barnizado (Debeaufort y
col., 1998). Las peliculas comestibles pueden mejorar las propiedades organolépticas de
algunos productos gracias a su capacidad de portar saborizantes, colorantes o endulzantes;
ademas pueden fungir como acarreadores de antimicrobianos y antioxidantes (Bourtoom,
2008).

Recubrimientos basados en polisacaridos

Los polisacaridos son polimeros naturales, a veces denominados hidrocoloides o polimeros
hidrofilicos, que generalmente contienen una gran cantidad de grupos hidroxilo. Incluyen
compuestos como el almidon, el alginato, la carboximetilcelulosa, la goma arabiga, la
pectina, la goma xantana y el quitosano (Shit & Shah, 2014). Los recubrimientos de
polisacaridos son incoloros, tienen una apariencia no grasosa y un contenido calérico

minimo. Ademas, pueden ser aplicados para prolongar la vida de anaquel de frutas, verduras,



mariscos y productos carnicos mediante la reduccion significativa de su deshidratacion, del
oscurecimiento de su superficie asi como de su rancidez oxidativa (Hassan y col., 2018).

El quitosano es un polisacarido obtenido mediante la desacetilacion de quitina, la cual se
extrae del exoesqueleto de crusticeos e insectos y de paredes celulares de hongos. Es el
segundo polisacarido més abundante en la naturaleza después de la celulosa, no es toxico y
es biodegradable; su composicion se basa en unidades de glucosamina y N-
acetilglucosamina, unidas por enlaces glucosidicos p-(1—4) (Vunain, Mishra & Mamba,
2017). Se ha utilizado extensivamente en peliculas y recubrimientos debido a su habilidad
para inhibir el crecimiento de algunas bacterias y hongos patégenos (Romanazzi y col., 2002)

Recubrimientos basados en proteina

Asi como los polisacaridos, las proteinas son excelentes materiales para la formacion de
recubrimientos debido a que muestran excelentes propiedades mecanicas y estructurales, sin
embargo tienen una capacidad de barrera contra la transferencia de humedad muy pobre. Este
problema no se presenta en los lipidos debido a sus propiedades hidrofébicas, especialmente
aquellos con altos puntos de fusién (Morillon y col., 2002). Para la formacién de la pelicula
generalmente se forma una solucion o una suspension de la proteina en agua, etanol o una
mezcla de ambos. Generalmente, las proteinas también deben ser desnaturalizadas por calor
0 mediante un solvente acido o base con el objetivo de extender las cadenas proteicas para
que se puedan asociar por medio de puentes de hidrégeno, enlaces i6nicos, hidrofdbicos o
covalentes. La interaccion cadena-cadena que produce peliculas cohesivas es afectada por el
grado de desdoblamiento de la cadena proteica y por la naturaleza y secuencia de sus residuos

de aminoécidos (Kester & Fennema, 1986).

2.2.1 Proteina de amaranto

El amaranto (Amaranthus sp.) es una planta tradicional mexicana con aproximadamente 60
especias de plantas, la mayoria de las cuéles son silvestres (Stallknecht & Schulz-Schaeffer,
1993). Se ha cultivado en México desde hace 5,000-7,000 afios, pero su cultivo se
descontinu6 a inicios del siglo XV hasta finales de la década de 1970 (Cai, Corke & Wu,
2004). Amaranthus cruentus y Amaranthus hypochondriacus son dos especies cultivadas



principalmente por sus granos (Singh y col., 2019). Debido a su alto contenido proteico y
composicion de aminoacidos balanceado, el amaranto es un pseudocereal reconocido como
una potencial fuente de productos alimenticios. Alimentos tales como harinas, cereales de
desayuno, pasta, bisquets libres de gluten y tortillas pueden producirse a partir de los granos
de amaranto, con el objetivo de alcanzar los requerimientos de dietas especiales,
enriqueciendo el contenido de proteina del pan e incrementando el contenido de lisina en los

alimentos (Tosi y col., 2002).

El amaranto es una buena fuente de almiddn, proteinas, lipidos, fibra dietaria y minerales
(Tabla 4). El almidon es el carbohidrato méas abundante en los granos de amaranto,
aproximadamente 62 %-65 % p/p y tiene bajo contenido de amilosa, variando del 2 % al 12
% dependiendo del genotipo, mientras que el contenido de amilopectina esta entre 90 %-98

%, que representan en promedio 1700 moléculas de amilopectina (Wilhelm y col., 2002).

Tabla 4. Composicion de los granos de amaranto en base hiumeda y base seca.

Porcentaje
Proteina 14.6£2.1 15.27+0.28 12.54+0.2 - 15.240.1
Carbohidratos 59.3+2.45 - 73.7£0.0-77.0£0.1
Lipidos 7.0+0.59 7.33+0.23 7.1+0.1-8.0+0.0
Ceniza 2.8+0.37 2.93+0.18 3.040.1-3.5+0.1
Fibra 3.92+0.54 2.04+0.04 -
Humedad 12.4+0.88 9.51+0.29 -
Referencia Dasy col., (2021) Siwatch y col., (2019)  Shevkaniy col., (2014)

Caracteristicas de las proteinas del grano

Los granos de amaranto estan compuestos principalmente de tres fracciones mayoritarias de
proteinas: albuminas (51 %), globulinas (16 %) y glutelinas (24 %) con una pequefia reserva
de prolamina (1.4-2.0 %, soluble en alcohol). Las globulinas se compone de 11S- globulina
y globulina-p (nombrada previamente albimina 2). La primera puede extraerse mediante el

tratamiento de la harina de amaranto con un amortiguador neutro salino mientras que la
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segunda puede extraerse con agua después de un tratamiento salino de la harina; por otro
lado las glutelinas son sélo solubles en medios &cidos o alcalinos. La globulinas son
principalmente del tipo 11S, la cual tiene como componente mayoritario la amarantina,
constituyendo esta ultima un 90 % del total de las globulinas y cerca de 19 % del total del
grano de amaranto La albimina de amaranto (AmA) se clasifica en albimina 1 y albimina
2; la albumina 1 es soluble en agua y/o en soluciones salinas, mientras que la albimina 2 es
soluble en agua y se puede extraer tras la remocion de la albumina 1 y la globulina con
solucion salina (Martinez y col., 1997). La albdmina 2 (globulina-p) es escasa y se forma por
una gran cantidad de subunidades polipetidicas, es muy similar a la amarantina excepto por
la presencia de la subunidad 54 kDA y su tendencia a polimerizarse (Singh y col., 2019).

Tabla 5. Composicion de aminoacidos de las fracciones proteicas del amaranto (A.
hypochondriacus L.; adaptado de Singh y col., 2019).

Fracciones proteicas

Aminoéacido? Albuminas Globulinas  Prolaminas  Glutelinas
Isoleucina 3.7 4.2 6.2 5.8
Leucina 5.7 5.7 5.7 10.5
Lisina 7.6 6.7 4.2 4.6
Metionina 4.1 3.4 7.4 3.1
Cisteina 5.9 3.9 6.5 6.2
Fenilalanina 5.1 5.0 9.0 6.8
Tirosina 3.3 4.3 4.0 3.8
Treonina 3.9 4.1 3.2 8.6
Valina 4.5 4.7 2.7 3.8
Histidina 25 1.1 1.1 4.7
Alanina 51 4.0 4.7 3.6
Arginina 8.1 9.5 94 2.7
Acido aspartico 6.2 8.7 6.2 6.1
Acido glutamico 17.5 17.3 13.4 13.2
Glicina 6.2 6.6 4.4 4.9
Prolina 3.7 3.9 4.7 4.6
Serina 4.8 4.9 5.1 5.3

3Expresado como g de aminoacido/100 g de proteina cruda.
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Las proteinas de amaranto contienen cantidades significativas de lisina (a diferencia de los
cereales) y de aminoécidos azufrados (a diferencia de las leguminosas) (Tabla 5). Los granos
de amaranto tienen mas proteina que la mayoria de los cereales (11 %-17 %), son un alimento
adecuado para las personas alérgicas al gluten y la digestibilidad, la lisina disponible, la
utilizacion de la proteina neta y la razén de eficiencia de la proteina son sustancialmente méas
altas en la proteina de amaranto que en los granos de cereales. La harina de amaranto se ha
utilizado como materia prima para la produccion de peliculas y recubrimientos comestibles,
en unaescala en laboratorio (Tapia-Bacido y col., 2011). Las peliculas comestibles de aislado
de proteina de amaranto de diferentes tratamientos a alta presion demostraron superficies
uniformes, caracteristicas mas opacas y propiedades mecanicas mejoradas, menor
solubilidad en agua y menor permeabilidad al vapor que dispersiones de proteina no tratadas
(Condés y col, 2015).

2.2.2 Plastificante

Ademas del componente del biopolimero de alto peso molecular (matriz), otro componente
importante de las peliculas comestibles son los plastificantes, los cuales son agentes de bajo
peso molecular, que se pueden combinar con los biopolimeros formadores de pelicula para
modificar las propiedades fisicas (por ejemplo, aumentar la flexibilidad y procesabilidad de
la pelicula) o para agregar funcionalidad a las peliculas. El uso de plastificantes reduce la
fragilidad de la pelicula al interferir con los enlaces de hidrdgeno intra e intermoleculares en
las peliculas de proteinas; ademas, afectan la capacidad de atraccién de agua del sistema y
generalmente suelen aumentar la permeabilidad al oxigeno de los recubrimientos comestibles
(Pereday col., 2007). Los plastificantes comdnmente utilizados en peliculas y recubrimientos
comestibles son polioles, que incluyen glicerol, sorbitol y sacarosa. La efectividad de un
plastificante depende principalmente de su tamafio, forma y compatibilidad con la matriz de
la pelicula/recubrimiento, ademas, su concentracion también resulta importante dado que los
plastificantes solidos pueden tener un efecto “antiplastificante”, disminuyendo la flexibilidad

de la matriz y aumentando su permeabilidad (Dangaran & Krochta, 2007).
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2.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales se extraen de diversos materiales vegetales (de alguno de sus
componentes o del material completo), su composicion es compleja, principalmente a base
de compuestos aromaticos y volatiles. Se considera que son metabolitos secundarios con
probadas propiedades antimicrobianas, antiparasiticas, insecticidas, antivirales, antifingicas
y antioxidantes (Hyldgaard, Mygind & Meyer, 2012).

Se sabe que la temperatura, la luz y la disponibilidad de oxigeno afectan la integridad de los
aceites esenciales, siendo junto a su naturaleza volatil una limitante para su uso. La
encapsulacion en sélidos porosos, como las silices mesoporosas, zeolitas y redes metal-
organicas (RMO) hace posible inmovilizar los compuestos méas volatiles de los aceites
esenciales, estabilizarlos y protegerlos contra la luz, el oxigeno y el aumento de temperatura,
asi como modular su liberacién mediante la prolongacion del perfil de la cinética de difusidn
(Himed y col., 2019).

2.3.1  Composicién del aceite esencial de orégano

El aceite esencial de orégano ha mostrado buenas propiedades antimicrobianas asociadas a
su composicion, estructura y grupos funcionales. Los aceites esenciales del orégano europeo
(Origanum vulgare L.) y del orégano mexicano (Lippia graveolens H.B.K.) son efectivos
contra bacterias, levaduras y hongos en los cuales tanto el timol como el carvacrol son los
principales responsables de estas propiedades. Estos compuestos tienen diferentes
mecanismos de accion: pueden incrementar la permeabilidad de las membranas celulares,
generando su desintegracién y por consiguiente, la disipacion de la fuerza protén-motriz;
ademas, el timol tiene influencia sobre los genes que sintetizan las proteinas de membrana
(Hernéndez-Hernandez y col, 2014). La actividad antimicrobiana puede ser influenciada por
la composicion y la cantidad de moléculas bioactivas en los aceites esenciales, afectadas por
el origen geografico, la variedad, las condiciones de crecimiento, las variaciones de las
temporadas, ciclo vegetativo, factores ambientales y del suelo, tiempo de almacenamiento y

el método de secado de las hojas.
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La accion del timol y del carvacrol han mostrado un comportamiento aditivo, incrementando
la permeabilidad de las membranas celulares, disipando el gradiente de pH y causando el
rompimiento de iones inorganicos, los cuales se consideran los mecanismos principales a los
que se ha atribuido la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano (Lambert y
col., 2001).

2.4 Nanoparticulas de silice mesoporosa

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM) son estructuras de didxido de silicio (SiO),
que estan dispuestas de manera que crean poros de 2 a 50 nm (Zhao, 2006). La primera silice
porosa descrita con un tamafio de poro uniforme fue reportada por Yanagisawa y col. (1990).
En 1992, investigadores de Mobil Company reportaron la sintesis de una familia de
materiales de silice mesoporosa denominadas M41S, la cual incluye a la hexagonal MCM-
41 (Mobil Composition of Matter No. 41), la cibica MCM-48 (Mobil Composition of Matter
No. 48) y la lamelar MCM-50 (Mobil Composition of Matter No. 50) (Beck y col., 1992).
Las NSM se sintetizan a partir de una plantilla (dirige la construccion de la red cristalina) y
de un precursor polimérico que se organiza sobre ésta, construyendo finalmente la estructura
final mediante su polimerizacién. Los poros se obtienen mediante la eliminacion del
tensoactivo y calcinacion a alta temperatura entre 500 °C a 600 °C (Figura 2) (Hoffmann'y
col., 2006).

La red mesoporosa de las NSM le confiere una gran &rea superficial y un gran volumen de
poro (otorgandole alta capacidad de carga), las cuales son caracteristicas importantes para la
encapsulacion y retencion de los componentes bioactivos. Ademas, el rango de tamafio de
las MSN es importante, ya que se ha demostrado que juega un papel clave en la distribucion

y el comportamiento en los sistemas vivos (Pérez-Esteve y col., 2015).

La adsorcion de moléculas bioactivas en silice mesoporosa esta controlada por el tamafio y
la selectividad de carga. Sélo las moléculas con un tamafio menor al del tamafio del poro del
soporte de silice pueden ser atrapadas en la estructura porosa (Arcos y col., 2013). Otros
factores que determinan la adsorcidn y la cinética de liberacion de los compuestos bioactivos

en un medio en especifico son la longitud del poro y su ordenamiento (lzquierdo-Barba y
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col., 2009a), la morfologia de la particula (Manzano y col., 2008), el &rea superficial (Balas
y col., 2006), la forma macroscopica (lzquierdo-Barba y col., 2009b) y la modificacién o

funcionalizacion de la superficie de silice con grupos funcionales (Nieto y col., 2008).

Fase Material
’ Agregado Hexagonal Mesoestructurada Mesoporoso
Micela en Supra-micelar
forma de a 4
Micela baston

Esférica [ P2 8.9 ~
45 S
\ K - \. =
Precursor \“’? Py Remocién \Q q
siliceo R del ‘Q

Polimérico Surfactante

Figura 2. Representacion esquematica de la sintesis de particulas de silice mesoporosa
mediante agentes direccionadores de estructuras (Adaptado de Pérez-Esteve y col., 2015).

Las NSM se pueden aplicar para administrar compuestos activos de manera controlada, razén
por la cual se han usado precursores compatibles con alimentos para su sintesis, como cenizas
de céscara de arroz como fuente de silice y los ésteres de poliglicerol de acidos grasos, el
éster de acido miristico de pentaglicerol y el acido oleico como agentes generadores de NSM

de calidad alimentaria (Tae y col., 2009).

241 Toxicidad

La toxicidad de las NSM se relaciona con su tamafio de particula. Se ha demostrado que los
tamafos de particula pequefios conducen a interacciones con los eritrocitos, por lo cual es
necesaria la evaluacion de su biocompatibilidad con estos componentes como pruebas
basicas de toxicidad. Tzankovay col., (2019) demostraron la buena biocompatibilidad de las

particulas de silice mesoporosa MCM-41 (0.1-1.0 mg/mL).
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2.4.2  Encapsulacion de aceites esenciales en silice mesoporosa

La encapsulacion de aceites esenciales utilizando polimeros naturales se ha mostrado como
una alternativa prometedora para aumentar sus caracteristicas funcionales. La encapsulacion
de aceites esenciales en NSM provee su proteccion, la prevencion de su volatilizacion,
aumenta su estabilidad, sus efectos a largo plazo y su miscibilidad en suspension acuosa. Las
NSM son biolégicamente inertes, estables y su estructura porosa le confiere caracteristicas

adecuadas para la encapsulacion de aceites esenciales (Silva-Damasceno y col., 2018).

Una ventaja adicional de las NSM es que pueden ser bloqueadas para asi proteger los aceites
esenciales encapsulados contra la degradacién o evaporacién, permitiendo una liberacion
prolongada del antimicrobiano. Himed y col., (2019) encontraron que la encapsulacion de
aceite esencial en silice porosa amorfa no afect6 su actividad antioxidante comparado con el
aceite esencial libre, lo cual sugiere que este procedimiento puede producir un material listo
para utilizarse como componente de empaques activos o incluso como conservador en
alimentos debido a que el silice es un aditivo alimentario comun. En otro estudio realizado
por Bravo-Cadena y col. (2018), la encapsulacion de aceite esencial en NSM aumento la

potencia de su efecto antimicrobiano hasta 10 veces comparado con los aceites libres.

En el 2017 Hernandez-Herndndez y col., evaluaron la influencia de orégano mexicano
(Lippia graveolens Kunth) incorporado en un recubrimiento activo sobre carne fresca de
cerdo como aceite esencial libre, nanoemulsificado y microencapsulado. El efecto in vitro de
los recubrimientos se probo contra cepas de Brochothrix thermosphacta, Micrococcus luteus,
Lactobacillus plantarum, Pseudomonas fragi y Salmonella Infantis. Los recubrimientos
activos provocaron le inhibicion del crecimiento microbiano, siendo aquél con aceite esencial
microencapsulado el mas eficiente en el control de la microbiota. Ademaés, los recubrimientos
activos retardaron la oxidacion de los lipidos y la oximioglobina en la carne de cerdo.
Después de 15 d de almacenamiento en condiciones de refrigeracion, las muestras de carne
protegida con recubrimientos comestibles activos fueron evaluadas como deseables por un

grupo de panelistas, mientras que las muestras no recubiertas fueron rechazadas.
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Azarifar (2020), aplico un recubrimiento de gelatina y CMC (carboximetil celulosa)
incorporado con nanofibras de quitina y aceite esencial de hierba de obispo (Trachyspermum
ammi) sobre carne de res refrigerada y se evaluaron sus caracteristicas de vida de anaquel.
Tras 12 dias de almacenamiento, se encontrd que las menores cuentas microbianas, el menor
cambio en las propiedades quimicas y la mejor evaluacion sensorial fueron obtenidos por
muestras empacadas con peliculas incorporadas con 1 % de aceite esencial y 4 % de
nanofibras de quitina. En otro estudio, Herndndez-Hernandez y col. (2019) determinaron la
composicion de aceite esencial de orégano y albahaca y su efecto en las propiedades
microbioldgicas y fisicoquimicas de carne de cerdo aplicados como microcapsulas en un
recubrimiento de almidon. Los investigadores encontraron que tal tratamiento mostro tanto
las menores concentraciones de sustancias reactivas al &cido 2-tiobarbitdrico asi como el
menor crecimiento microbiano ademas las mejores evaluaciones de olor y color, con respecto

a las muestras no recubiertas y recubiertas sin aceite esencial.
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3 JUSTIFICACION

La carne de res se ha mantenido como un componente esencial en las dietas actuales, tal
hecho se ve reflejado en el constante crecimiento del mercado nacional de carne de bovino.
Las principales causas asociadas a las péerdidas de este tipo de productos son el deterioro
microbiano y la degradacién fisicoquimica, por lo que los productores han optado por
diferentes estrategias de empaque para mantener las caracteristicas sensoriales del producto
por el mayor tiempo posible y bajo diferentes condiciones de almacenamiento. Sin embargo,
en vista de la creciente demanda de los consumidores por productos naturales y con bajo
impacto ambiental, es necesario buscar alternativas a los métodos tradicionales de

conservacion.

Las peliculas comestibles se han mostrado como opciones seguras en la conservacion de
diferentes alimentos, siendo elaboradas a base de biopolimeros extraidos de materias primas
de bajo costo, exhibiendo propiedades de barrera y antimicrobianas y ofreciendo la
posibilidad de actuar como acarreadores de compuestos bioactivos. Dentro de estos Gltimos,
destaca el uso de aceites esenciales provenientes de diferentes materiales vegetales, los cuales
se han empleado en la conservacion de diferentes alimentos debido a sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. Sin embargo, su susceptibilidad a degradarse en condiciones
ambientales y su posible efecto negativo sobre el perfil organoléptico de los productos
representa una desventaja, razon por la cual se se ha propuesto su encapsulacion en materiales
mesoporosos, la cual puede ofrecer la proteccion de sus compuestos voléatiles y su liberacién

gradual, reduciendo también su influencia en la aceptabilidad por parte de los consumidores.

Es por lo anterior que el objetivo de este trabajo fue disefiar y evaluar un empaque comestible
a base de proteina de amaranto y quitosano, adicionado con aceite esencial de orégano
encapsulado en nanoparticulas de silice mesoporosa como antioxidante y antimicrobiano

natural, para la conservacion de carne fresca de res.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Elaborar una pelicula activa comestible que incorpora nanoparticulas de silice mesoporosa
con aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth) para conservar las propiedades

fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de carne fresca de res.

4.2 Objetivos especificos

= Disefiar una pelicula activa comestible (PAC) a base de un aislado de proteina de
amaranto (APA) y quitosano (Q) incorporado con nanoparticulas de silice
mesoporosa (NSM) adicionadas con aceite esencial de orégano mexicano (AEO).

= Determinar las propiedades mecéanicas, de barrera al vapor de agua, quimicas y
antimicrobianas de las peliculas activas comestibles disefiadas.

= Monitorear las caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas y sensoriales de

carne fresca de res recubierta.
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5 METODOLOGIA

5.1 Materiales y medios de cultivo

El quitosano (mediano peso molecular 375 kDa, desacetilacion 75 %y alto grado de pureza),
glicerol (>99.5 %), D-lactosa monohidratada, trietilortosilicato, &cido clorhidrico (reactivo
analitico), acido tricloroacético (TCA), 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT), bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), tetraetilortosilicato (TeOS), 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES), etanol (>99 % v/v), acido 2-tiobarbitdrico (TBA), glicerol, hidroxido de sodio,
acido nalidixico, bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), dimetil sulféxido (DMSO),
hexano, solucién salina de fosfatos (PBS), cloruro de sodio, sulfato de estreptomicina, acetato
de talio y cicloheximida se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA). EI Tween
80, el sulfito de magnesio heptahidratado y el fosfato dibasico de potasio se adquirieron de
J.T. Baker (Estado de México, México). El agar cuenta estandar, agar sulfito de bismuto,
caldo nutritivo, extracto de levadura, agar bacterioldgico y peptona de caseina se adquirieron
de Bioxon (Cuautitlan, México). El agar McConkey-sorbitol se obtuvo de Gibco (Ciudad de
México, México). Para el agar sulfato de estreptomicina, acetato de talio y actidiona (STAA,
por sus siglas en inglés), se utilizé una base con (% p/v): peptona de caseina, 2; glicerol
anhidro, 1.5; extracto de levadura, 0.2; fosfato dibasico de potasio, 0.1; sulfito de magnesio
heptahidratado, 0.1; agar bacterioldgico, 1.3; se suplementé con (% p/v): sulfato de

estreptomicina, 0.005; acetato de talio, 0.0005 y cicloheximida, 0.0005.

5.2 Material biolégico y cepas microbianas

Los granos de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) se obtuvieron del mercado local de
Santiago de Querétaro (Querétaro, México); las hojas de orégano mexicano (Lippia
graveolens Kunth) se adquirieron en Cerrito Parado, Toliman (Querétaro, Meéxico). Un
specimen (voucher) se autenticoO y se deposito en la coleccion etnoboténica del herbario de
Querétaro “Dr. Jerzy Rzedowski” (QMEX), localizado en la Facultad de Ciencias Naturales

de la UAQ (voucher especimen: E. Hernandez-Hernandez No. 1, Toliman, Querétaro).
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Las bacterias utilizadas se obtuvieron de la coleccion de cultivos del Laboratorio de
Biotecnologia de Alimentos del Departamento de Investigacion y Posgrado de Alimentos
(DIPA), Facultad de Quimica, Universidad Autdnoma de Querétaro, México. Fue utilizada

una cepa de Escherichia coli O157:H7.

5.2.1  Conservacion de las cepas microbianas

Las cepa de E. coli se conservd en leche descremada estéril y glicerol a -70 °C y se activé en
caldo nutritivo a 37 °C; posteriormente el cultivo fue incubado a temperatura éptima hasta

alcanzar la fase exponencial temprana (Hernandez-Hernandez, y col., 2017; 2019).

5.3 Extraccion de aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth) (AEO)

Se utilizaron hojas secas de orégano mexicano obtenidas del mercado de Toliméan, Querétaro.
El aceite esencial se obtuvo mediante extraccion por destilacion agua-vapor de 300 g de
orégano, la operacién se llevé a cabo por 2 h, en un equipo disefiado por el Cuerpo
Académico de Biotecnologia en la planta piloto de Biotecnologia del Parque Biotecnoldgico,
UAQ (Querétaro, México). El condensado fue recibido en un embudo de separacion de 250
mL. El AEO se recuperé por decantacion y se secO con sulfato de sodio anhidro,
posteriormente fue esterilizado por filtracion usando una unidad Swinnex con membrana
(Millipore, Burlington, MA, EUA) con tamafio de poro de 0.45 um de polifluoruro de
vinilideno para finalmente almacenarlo en viales ambar sellados y almacenados a 4 °C hasta

su uso (Hernandez-Hernandez y col., 2014).

5.4 Obtencién del aislado de proteina de amaranto (APA)

Se realizd el método propuesto por Condés y col. (2018) con algunas modificaciones. Se
obtuvo harina de amaranto (HA) mediante la molienda de granos de amaranto (sin ningdn
tipo de pretratamiento térmico) y se suspendié en agua destilada (100 g/L) ajustando el pH
de la solucién a 9.0 con NaOH 2N, la suspension de harina se agité por 1 h a temperatura
ambiente, se filtrd6 con una coladera para eliminar particulas grandes y en seguida se
centrifugd a 10,000 x g por 20 min a 15 °C. El sobrenadante fue recuperado y filtrado con
manta de poro abierto, su pH se ajustd a 5.0 con HCI 2 N y se agit6 por 60 min a temperatura
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ambiente. A continuacién, se centrifugé a 10,000 x g por 20 min a 4 °C, finalmente se
recuper0 la pastilla de aislado proteico utilizando una espéatula y una minima cantidad de
agua. Para aumentar la concentracion de proteina en el aislado se llevaron a cabo lavados de
las pastillas. EI APA obtenido de 300 g de harina de amaranto se suspendi6 con agua destilada
hasta un volumen de 1 L, y se realizd el procedimiento descrito anteriormente para su
disolucion y precipitacion 2 veces. EI APA lavado se sec6 a 40 °C por 48 h y se moli¢ para
obtener un polvo fino. Para su conservacion se almaceno en frascos de vidrio a temperatura

de refrigeracion hasta el momento de su uso.

Se determind el contenido de proteina (nitrégeno x 5.85) de la harina de amaranto y del
aislado de proteina siguiendo la metodologia Kjeldahl (AOAC, 1995). El rendimiento del

APA se determind de acuerdo con la ecuacion 1:

proteina en el aislado (g)

Rendimiento (%) =
( A)) proteina en la harina (g)

x 100 1)
5.5 Sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas (NSM)

Se usaron 0.5 g de CTAB (como agente generador de poros), se dispersaron por medio de un
bafio sonicador en 240 mL de agua destilada con 1.75 mL de NaOH 2 N a temperatura
ambiente durante 15 min. La muestra se calent6 a 80 °C, se agitd vigorosamente y se le
adiciond 2.5 mL de TeOS gota a gota durante 5 min, la agitacién y temperatura se
mantuvieron constantes durante 2 h. El producto sélido formado se separd por filtracion
mediante un embudo de vidrio con disco de vidrio sinterizado, se lavd dos veces con agua
destilada, dos veces con etanol (99 %) y se mantuvo el filtrado a temperatura ambiente hasta
obtener un polvo seco. El polvo resultante se calcing a 500 °C por al menos 5 h para eliminar
los rastros del tensoactivo (Fernandez-Bats y col., 2018, Bravo-Cadenay col., 2018).

5.5.1 Funcionalizacion de nanoparticulas de silice mesoporosas

Las NSM se modificaron superficialmente realizando una suspensién de 500 mg de
nanoparticulas en 10 mL de etanol absoluto, enseguida se afiadio una solucién de APTES

(100 mg/mL) en una proporcion de 1 mL/100 mg de nanoparticulas. La mezcla final se agitd
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durante 12 h a temperatura ambiente. Las NSM funcionalizadas (NSMF) se separaron por
filtracion y se secaron usando dos lavados con etanol absoluto (Fernandez-Bats y col., 2018).

5.6 Encapsulacion del AEO en las NSMF y determinacion de su capacidad de carga

Se cargaron las NSMF con AEO (NSMA) mediante la disolucion de 0.1 g de NSMF y 0.1
de AEO en 5 ml de etanol puro; la solucion se agitd durante 24 h en una campana de

extraccion hasta la completa volatilizacion del solvente (Rios de Benito, 2020).

Para determinar la concentracién de AEO encapsulado en las NSMA se determind la
concentracion de fenoles totales en las NSMA y en el AEO mediante el reactivo de Folin-
Ciocalteu siguiendo la metodologia de Singleton & Rossi (1965) con algunas modificaciones.
Se pesaron 100 mg de muestra en un matraz Erlenmeyer al cual se adicionaron 10 mL de
etanol absoluto; la mezcla se mantuvo a una temperatura menor a 25 °C aproximadamente,
protegida de la luz y bajo agitacion constante por 12 h. El extracto obtenido se centrifugo a
4,000 rpm por 10 min y al sobrenadante fueron aplicadas dos diluciones decimales con etanol
absoluto. Para la determinacion se adicionaron a un tubo Eppendorf 50 pL del extracto
diluido, 200 pL de agua destilada, 125 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N y tras agitacién
en vortex, 625 pL de carbonato de sodio al 7 % (p/v). La mezcla se dejé reposar por 2 h a
temperatura ambiente y protegida de la luz; finalmente se midié la absorbancia a 760 nm.
Para la determinacion de los compuestos fendlicos se empled una curva de calibracion
(R2>0.99) obtenida de diferentes concentraciones de acido gélico (0-10 pg/mL) a las cuales
se les midio la absorbancia tras realizar el procedimiento descrito anteriormente. El calculo

del porcentaje de equivalentes de acido galico en la muestra se realizé usando las ecuaciones
@y @Q):

mg eq.de 4cido galico

% de eq. de acido galico = x 100 2

mg de muestra

(A—Ag+b)(Fo*F10*Fp)
m (mg de muestra)

% de eq. de acido galico = x 100 3
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donde:

A: Absorbancia de la muestra.

Ao: Absorbancia del blanco.

b: Ordenada al origen de la curva de calibracion ajustada.
m: Pendiente de la curva de calibracién ajustada.

Fo: Factor de dilucion inicial (10)

F10: Factor de dilucion decimal (100)

Fp: Factor de dilucion (20).

Por tanto:

(A-Ay+b)(20,000)
m (mg de muestra)

(4)

% de eq. de acido galico =

Para el calculo de la concentracion de AEO en las NSMA se aplic6 un balance de masa por
componente (eg. de &cido galico) (ecuacion 5), donde “X” es la fraccion de eq. de acido

galico:
XnsmrNSMF 4 XapoAEO = XnsmaNSMA (5)

de donde:

_ XNsMANSMA-XNsMpNSMF

XAEO

AEO (6)

5.7 Concentracién minima inhibitoria de AEO y Q contra E. coli O157:H7

Se realizo segun la metodologia descrita por Hernandez-Hernandez (2019) con algunas
modificaciones. Se afiadi6 AEO en caldo nutritivo con Tween 80 (10 % v/v) para producir
concentraciones de 1-20 mg/mL. Por otro lado, se elabor6 una solucion de caldo nutritivo
con Q (1 % p/v), acido lactico (H lactico; 0.50 % v/v) y Tween 80 (10 % v/v), la cual se
diluyé con Tween 80 en caldo nutritivo (10 % v/v) para producir concentraciones en el rango

de 0.25-10 mg/mL de Q. Se afiadié un control con las especificaciones antes mencionadas,

24



pero sin la adicion de Q y se diluyd de manera similar para obtener una concentracion de H
lactico de 0.5 pL/mL (similar a la presente en 1 mg/mL de Q), ademas de un control de

Tween 80 en caldo nutritivo (10 % v/v).

Todas las concentraciones fueron probadas contra E. coli 0157:H7 (10° UFC/mL) en etapa
exponencial temprana. Finalmente, tras 6, 18 y 24 h de incubacién a 37 °C, se tomaron
alicuotas de 20 pL y se sembraron por triplicado en agar nutritivo siguiendo el método de la
gota (Miles & Misra, 1938). La concentracion minima inhibitoria se definié como la menor

concentracion (mg/mL) que inhibi6 por completo a E. coli O157:H7.

5.7.1  Concentracion minima inhibitoria combinada de AEO y Q contra E. coli
O157:H7

Para estudiar el efecto antimicrobiano combinado del AEO y del Q se elabor6 una solucion
de caldo nutritivo con quitosano (1 % v/v), &cido lactico (0.50 % v/v) y Tween 80 (10 % v/v)
la cual se diluyé comn Tween 80 en caldo nutritivo (10 % v/v) para producir concentraciones
en el rango de 0.25-1.0 mg/mL de Q. A las mezclas anteriores se afiadié AEO para alcanzar
una concentracién de 1 mg/mL. Las combinaciones de Q y AEO fueron probadas contra E.
coli 0157:H7 (10° UFC/mL) en etapa exponencial temprana. Se tomaron muestras por
triplicado tras 6, 18 y 24 h de incubacién a 37 °C y se sembraron como se detalla en el
apartado 5.10.

El indice de concentracion inhibitora fraccionaria (ClFindice) Se calculé como ClFq + ClFaeo,
donde CIFg= (CMlq en combinacion/CMlq solo) y ClIFago=(CMIlaeo combinado/CMIlaeo
solo). Se ha interpretado, por varios autores, la interaccion entre antimicrobianos como
sinergica, aditiva o antagonica si el ClFindice €S menor a 1, igual a 1 o mayor a 1,
respectivamente (Davindson & Parish, 1993). Sin embargo, Odds (2003) propone una
interpretacion mas conservadora de las interacciones sinérgicas (ClFingice<0.5), aditivas

(0.5<CIFingice<4) 0 antagonicas (ClFingice>4) para evitar problemas de reproducibilidad.
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5.8 Tamafio y morfologia de las NSMF

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas se caracterizaron mediante el uso de un
microscopio electrénico de barrido (FEI Quanta-250 FEG, Hilsboro, OR, USA). Las
nanoparticulas fueron recubiertas con oro y se observaron utilizando un voltaje de
aceleracion de 10 kV. El tamafio promedio de las NSM se determino mediante el software
de andlisis de imégenes Image J version 1.53 (disponible como software libre en
https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

5.9 Preparacion de las soluciones filmogénicas y peliculas comestibles con NSMF,
AEO emulsificado y NSMA

La solucion de APA se prepar6 mediante su disolucion en agua destilada (2 % p/v) la cual
fue ajustada a un pH de 3.0 con HCI 2N y finalmente agitada por 1 h a temperatura ambiente.
La solucion de quitosano se prepard suspendiendo quitosano (1 % p/v) en una solucién de
acido lactico (0.5 % v/v). La suspension se agitd por 1 h a 80 °C y se dejo enfriar a

temperatura ambiente antes de ser utilizada.

Se prepararon peliculas comestibles a partir de mezclas de soluciones de APA'y Q, utilizando
2 proporciones 4:1y 9:1 (APA:Q; p/p). El quitosano se colocé en vasos de precipitados de
50 mL y bajo agitacion vigorosa se afiadié la solucion de APA, se adicioné glicerol como
plastificante (30 % p/p respecto al APA) y se mantuvo en agitacion por 15 minutos. En
seguida se homogenizé (Ultraturrax T25 Basic) por 1 min a 6,500 rpm y 2 min a 9,500 rpm
y finalmente en un ultrasonicador con 70% de amplitud, por 1.5 min en dos rondas de 45 s
para evitar el sobrecalentamiento usando lapsos de trabajo y descanso de los pulsos de 1 s.
Para obtener las peliculas activas comestibles, las soluciones filmogénicas se vertieron en

placas Petri de 64 cm? y se secaron a 38 °C por 15 h en un secador con flujo de aire.

Las NSMF se adicionaron a la solucién filmogénica suspendidas a una concentracion de 10
mg/mL en agua destilada a pH 3.0 por 5 min con la ayuda de un bafio ultrasénico antes de la
adicion de glicerol. Las NSMA se adicionaron a la solucion filmogénica siguiendo el mismo
método. Para la adicion del AEO se preparo una emulsion de Tween 80 (5 % v/v), Tween 20

(5 % viv) y AEO (5 % v/v) en agua destilada a temperatura ambiente; antes y después de la
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adicion del AEO, la mezcla se homogeniz6 a 6,500 rpm (Ultraturrax T25 Basic) por 1 min.
Enseguida la emulsion se coloco en el bafio ultrasénico por 5 min y finalmente se agreg6 a
la solucidn filmogénica. En todos los casos la formacion de las peliculas comestibles se llevd
a cabo como se describié anteriormente (Fernandez-Bats y col., 2018; Hernandez-
Hernandez, 2019).

5.9.1 Caracterizacion de la solucion filmogénica mediante el potencial {

El potencial eléctrico { se mididé utilizando el equipo Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). Se realizaron mediciones por triplicado de las soluciones
filmogénicas de todos los tratamientos con proporcion 4:1 (APA:Q; p/p) y de una solucién

filmogénica de proteina como control (Porta y col., 2016).

5.9.2  Espesor

Se realizaron cinco mediciones de espesor en puntos aleatoriamente seleccionados de las
PAC con un micrémetro digital (Mitutoyo, MDC-Lite, No. 99 MABO015M, Serie No. 293,
Naucalpan, Estado de México). Las mediciones se realizaron por triplicado y el promedio de

las mediciones realizadas fue expresado en um + D.E (Giosafatto y col., 2014).
5.9.3 Colory opacidad

Se utiliz6 un colorimetro (Konica, Minolta, Osaka, Japon) para evaluar los parametros L*
(luminosidad), a* (verde-rojo) y b* (amarillo-azul) en tres puntos aleatoriamente
seleccionados por cada pelicula. De la misma forma se determino el pardmetro L* de las
peliculas en fondo negro y fondo blanco para el célculo de la opacidad segln la ecuacion 7:

Opacidad = ™ x 100 @)
B

*F
5.9.4 Propiedades mecanicas

Se utilizé un disefio experimental bifactorial, siendo los factores a evaluar la proporcion
APA:Q de las PAC en dos niveles: 9:1y 4:1; y el tipo de recubrimiento “R” en 4 niveles,
dados por la adicion de NSMF, AEO o NSMA a las PAC mas un tratamiento control sin

adiciones. Las variables de respuesta fueron la fuerza de tension, el porcentaje de elongacion
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y el modulo de Young. Para el anélisis de los datos se realiz6 una tabla de andlisis de varianza
(ANOVA) factorial, mientras que las medias se compararon mediante la prueba de Tukey
(p<0.05).

La fuerza de tension, porcentaje de elongacion, y el médulo de Young se midieron usando
un equipo Instron Universal (Mod. 5543A, Norwood, MA, EUA), de acuerdo con la norma
ASTM D882-10 (2010). Se elaboraron PC de cada uno de los tratamientos las cuales se
cortaron en tiras de 1 cm de ancho x 5 cm de largo; las tiras se acondicionaron a 50 % de
humedad relativa (HR) y a 23 °C en una cdmara ambiental. La separacion inicial de agarre
se program6 a 90 mm y las tiras fueron estiradas a una velocidad de 30 mm min hasta su
ruptura (Giosafatto y col., 2014; Porta y col., 2016).

59.5 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las PAC se determind usando un método
gravimétrico, el cual es una modificacion de la norma ASTM:E96-00 (2000) basada en la ley
de Fick. Se elaboraron PAC de cada uno de los tratamientos a las cuales se les determind el
espesor como se indica en la seccién 5.15.1. Las PAC se cortaron y se colocaron en celdas
impermeables compuestas de un frasco de vidrio de 5 cm de altura con una abertura de
diametro interno de 3.5 cm y agua destilada en su interior (HR1= 100 %) y una tapa horadada
con rosca que permitié un area de exposicion de 9.079 x10* m?; las PAC se colocaron entre
dos empaques de teflén para asegurar el cierre hermético. Una vez armadas, las celdas se
colocaron dentro de un desecador con gel de silice (HR2=~ 0 %). El vapor de agua que se
difundié a través de las PAC fue absorbido por la atmdsfera creada. El peso de las celdas se
monitored automaticamente en intervalos de tiempo de 1 min durante 11 h a una temperatura

de 30 °C. La PVA se calcul6 mediante las ecuaciones 8 'y 9 (Arredondo y col., 2012):

_ G/t X
PVA = t— 8)
A AP
De donde:

AP = &
100

(HRz — HR;) (9)
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Donde:

G
%: Permeanza. G/t: pendiente de la grafica de la pérdida de peso respecto al tiempo

x= Espesor de la PAC
A= Area de la pelicula
P*= Presion de vapor del agua
HR:= Humedad al interior de la celda
HR>= Humedad al exterior de la celda
5.9.6  Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT IR)

La interaccion quimica entre el quitosano, la proteina de amaranto y las nanoparticulas con
AEO se analizaron mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)
(LabRAM IR?, Horiba Jobin Yvon, Kioto, Japdn). Se obtuvieron espectros de las PAC en la

region entre 4000-600 cm™, con una resolucion de 4 cm'™,
5.9.7  Microscopia electronica de barrido

Se estudio la morfologia de las peliculas comestibles mediante microscopia electronica de
barrido siguiendo la metodologia indicada en la seccion 5.12.1. Se obtuvieron micrografias
con amplificacion de hasta 10,000 X de las PAC APA:Q (p/p): 4:1, 9:1, 9:1+NSMF,
9:1+NSMAy de las NMSA.

5.10 Actividad antimicrobiana in vitro de las PAC

Se determind empleando la metodologia de difusién de disco en agar de Hernandez-
Hernandez (2017) con algunas modificaciones. Se elaboraron PAC 4:1 (APA:Q; p/p) con
concentraciones crecientes de NSMA (0-12 %) y se cortaron en circulos de 2.5 mm de
didmetro. Los discos se colocaron sobre 10 mL de agar nutritivo suave (0.85 % p/v)
previamente inoculado con 10° UFC/mL de E. coli O157:H7 y vertido sobre 15 mL de agar
nutritivo. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. El area de inhibicién contra E.

coli O157:H7 se midié empleando el software de analisis de imagenes Image J v.1.53.
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5.11 Disefio experimental para la evaluacion del efecto de PAC en carne fresca de res

Se planted el disefio experimental de mediciones repetidas en el tiempo usando el factor
“Tipo de PAC” en 4 niveles: muestra control sin recubrimiento (SR), muestra con
recubrimiento sin adicién de AEO ni NSMA (CR); muestra con recubrimiento adicionado
con AEO emulsificado (RA) y muestra con recubrimiento adicionado con NSMA (RN). Las
variables de respuesta pH, TBARS y color de las muestras se evaluaron en tres diferentes
tiempos (0, 7y 14 dias) mientras que la actividad antimicrobiana contra E. coli, Pseudomonas
spp., Brochothix termosphacta y microorganismos mesofilos aerobios (MMA) en 6
diferentes tiempos (0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias).

5.12 Preparacion de las muestras de carne y tratamientos

Se adquirio la pieza completa de aguayon en un mercado local de Santiago de Querétaro
(Querétaro, México) y se transport6 inmediatamente y en refrigeracion al laboratorio para su
corte. La superficie de la carne se rocié con etanol al 70 % y se flame6 con un soplete; la
parte quemada de la carne se retiré con un cuchillo estéril sin retirar mas de 0.5 cm de espesor
de la superficie; finalmente, se cortaron piezas de 3 x 3 cm y 1 cm de espesor. Se aplicaron
de forma aleatoria los tratamientos de PAC de la siguiente manera: se elaboraron previamente
los tres diferentes R en placas Petri de 55 mm de didmetro, de manera aséptica se colocaron
un R en la parte inferior y otro en la parte superior de la muestra de carne, se coloc6 la muestra
en bolsas Food Saver V3800 (Antwep, New York, EUA) de polietilineo multicapa de baja
densidad y finalmente se empacaron al vacio (50.7 kPa). Las muestras se almacenaron a 4
°C y se analizaron en los 5 diferentes tiempos de almacenamiento: 0, 7, 14, 21y 28 d.

Para los analisis fisicoquimicos se elaboraron soluciones filmogénicas de las diferentes Ry,
de forma aleatoria, se distribuyeron sobre muestras de carne a razén de 0.06 mL/cm?
mediante un baston de vidrio estéril, tras lo cual se dejaron secar en campana de flujo laminar
por 30 min previo a una segunda aplicacion. El procedimiento se repitié para la otra cara de
la muestra. Las muestras se empacaron y almacenaron como se indicé anteriormente para su

andlisis tras 0, 7 y 14 dias.
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5.13 Propiedades antimicrobianas del recubrimiento en carne fresca

La microbiota presente en ambos lados de la superficie de la carne se recuperé utilizando un
hisopo estéril humedecido en solucion salina esteril (0.85 % de NaCl p/v) y finalmente se
intrudujo en 10 mL de ésta misma. Se aplicaron diluciones decimales y por triplicado se
colocaron en placas utilizando los medios adecuados para cada cepa. Agar cuenta estandar,
para microorganismos mesofilos aerobicos (MMA); agar STAA, para B. thermosphacta;
agar nutritivo adicionado con sacarosa al 2 % (p/v) para Pseudomonas y agar McConkey-
sorbitol para E. coli O157:H7. Las poblaciones microbianas se cuantificaron por el método
de extension en superficie (dispersion de 100 pL en la superficie del agar), excepto para los
mesofilicos aerobios para los cuales se usé la técnica de vaciado en placa (Hérnandez-
Herndndez, 2019). Las placas se incubaron por 48 h a 30 °C para B. thermosphacta y
Pseudomonas y a 37 °C para E. coli 0157:H7 y MMA.

5.14 Propiedades fisicoquimicas

5.14.1 Oxidacion de lipidos

La carne contiene acidos grasos insaturados que pueden oxidarse produciendo radicales
libres que participan en las reacciones de propagacion y terminacién de la autoxidacién. Los
perdxidos formados se descomponen en una gran variedad de sustancias como cetonas,
alcoholes, aldehidos, entre otros como malondialdehido (MDA). MDA puede reaccionar con
dos moléculas de TBA produciendo un pigmento rosa con una longitud de onda de absorcion
maxima de 532 nm. La determinacion de la oxidacion de lipidos se realiz6 mediante la
homogenizacién de 0.50+0.01 g de carne en 2.5 mL de una solucion de TBA (0.375 % p/v
de TBA, 15 % p/v de acido tricloroacético y HCI 0.25 N), el homogenado se transfirié a un
bafio de agua ebullendo, por 10 min y posteriormente se enfrié en un bafio de hielo. La
muestra se centrifugd a 4,000 x g por 10 min a 4 °C, y se determind la absorbancia del
sobrenadante a 532 nm (Asz2) en un espectrofotometro (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA). Para el control se utilizaron 0.5 g de agua destilada en lugar de la muestra de carne, y
la concentracion de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico) se calcularon de
acuerdo a la siguiente ecuacion (Hernandez-Hernandez, 2019):
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mg de malonaldehido

TBARS ) =As32x277  (10)

kg de muestra

5.14.2 Evaluacién del color de la superficie de la carne

La medicion del color en las muestras de carne se realizo siguiendo la metodologia indicada
en la seccion 5.14.2. Los componentes de luminosidad (L*), abundancia de color rojo (a*) y
abundancia de color amarillo (b*) se utilizaron para el célculo de las coordenadas polares
chroma (C*) y &ngulo de matiz (h*) mediante (Pereira-Cardoso y col., 2016):

C *= (a*?+ b *2)1/2 (11)
h*=tan™? (b */a *) (12)

5.15 Determinacion del pH de las muestras de carne

El pH de las muestras de carne de res se determiné usando un potenciometro Orion Star A211
(Thermo Scientific, Wlatham, MA, EUA). Para la determinacion, 10 g de la muestra se

homogenizaron en 90 mL de agua destilada (Emiroglu y col., 2010).

5.16 Evaluacién sensorial

Se llevo a cabo una evaluacion sensorial con el objetivo de evaluar el olor y el color de la
carne fresca recubierta con las diferentes PAC siguiendo la metodologia de Hernandez-
Hernandez y col. (2019). La evaluacion se llevo a cabo tras 21 dias de almacenamiento de
las muestras a 4 °C. Los tratamientos se aplicaron como se indica en la seccion 5.18. Las
muestras de carne fueron analizadas por 50 jueces no entrenados. Se utiliz6 una escala
hedonica descriptiva de 9 puntos para la evaluacién donde 1= extremadamente indeseable;
2= muy indeseable, 3= moderadamente indeseable; 4= ligeramente indeseable, 5= ni
aceptable ni rechazable; 6= ligeramente deseable; 7= moderadamente deseable; 8= muy
deseable y 9= extremadamente deseable. Se determind un puntaje promedio <6 para para
indicar una muestra de carne no aceptable (Hunt y col., 2012). Se aplicdé una segunda
evaluacion sensorial para observar el efecto de la remocién de las PAC en la acepabilidad de
carne fresca previamente recubierta. Para ello, fue retirada la PAC de las muestras de carne

mediante un lavado con agua a temperatura ambiente previo a la evaluacion.

32



6 RESULTADOS

6.1 Obtencion de los aislados de proteina de amaranto

Se determiné un porcentaje de proteina en la harina de amaranto de 13.98 + 0.17, lo cual
concuerda con lo reportado por otros autores (Tabla 6). Se logrd incrementar el porcentaje
de proteina en el aislado de un 57.95 % inicial a 61.34 % tras dos lavados. Esta concentracion
de proteina resultd menor a las obtenidas por Das y col., (2021) y Cortez-Trejo y col., (2021)
quienes, a pesar de usar un método similar de obtencion de APA, indican un desgrase con
solventes organicos previo a la molienda de los granos de amaranto y una deshidratacion de
la harina, a lo cual puede atribuirse la diferencia, dado el porcentaje de grasas (7.0-7.33) y de
humedad (9.51-12.4) en el grano (ver seccion 2.2.1.), cuya remocion aumentaria la
concentracion de proteina en la harina tratada. Adicionalmente, cabe resaltar que estos
autores reportan el secado del aislado mediante liofilizacion, mientras que en el presente
estudio éste se realizd por medio de un tratamiento térmico a 40 °C. En contraste, el
rendimiento del aislado fue superior indicando una buena solubilizacion de la proteina en
solucion acuosa a pH 9 y una eficiencia de obtencion del APA (g APA/g de HA)
aproximadamente 2 veces mayor.

Tabla 6. Concentracion de proteina (%P; N x 5.85) en base seca y rendimiento de
extraccion de los aislados de proteina de amaranto.

Proteina Rendimiento )
Proteina HA (%) Referencia
APA (%) (%)
13.98+0.17 61.34+0.45 19.7142.46 -
14.6+2.1 85.42+1.26 12.78 Das Yy col., (2021)
- 85.13+0.01 - Cortez-Trejo y col., (2021)

Se reporta la media (n=3) £D.E. HA: harina de amaranto; APA: aislado de proteina de
amaranto.

6.2 Sintesis de NSM

Las NSM se produjeron a razon de 0.40+0.07 g por cada 0.5 g de CTAB. En la Figura 3 se
muestra la morfologia de las NSMF, observandose particulas de apariencia circular, cuyo

tamario promedio fue de 146.49+£20.49 nm.
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FCN-UAQ

Figura 3. Micrografia electrénica de barrido de las NSM funcionalizadas (NSMF).
Amplificacion =30 KX.

El tamafio exhibido por las NSMF sugiere su uso seguro sobre matrices alimentarias. Gou y
col., (2021) mencionan que la bioseguridad de las NSM se ve influenciada por factores como
su tamafio de particula, su tamafio de poro, su forma y las posibles modificaciones
superficiales. Lu y col., (2009) reportaron la tasa de captacion por células HeL.a de NSM con
tamafos de particula de 30, 50, 110, 170 y 280 nm; las particulas de 50 nm mostraron la
mayor tasa de internalizacion, mientras que la menor fue exhibida por las particulas de 170
nm. Segun los autores, las NSM maés pequefias son mas adecuadas para el acarreo de agentes
terapéuticos para aplicaciones biolégicas, sin embargo, para su aplicacién en alimentos como
acarreadores de compuestos bioactivos con fines de bioconservacion, el uso de NSM con
mayor tamafio de particula podria prevenir su interaccion con las células. Adicionalmente,
Lin & Haynes (2009) realizaron pruebas de hemdlisis y citotoxicidad en eritrocitos, de NSM
con tamafios de particulas de 25, 42, 93, 155 y 225 nm, demostrando que las particulas mas
pequefias causaron un mayor dafio celular y un mayor incremento de la actividad hemolitica

que las particulas de mayor tamafio.

6.3 Efecto antimicrobiano del AEOyel Q
6.3.1  Concentracion minima inhibitoria de AEO y Q contra E. coli O157:H7

De las concentraciones que se utilizaron de AEO no se pudo observar una completa

inhibicidn de E. coli O157:H7. No obstante, la concentracién mas grande utilizada de AEO
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(20 mg/mL) result6 en un efecto bacteriostético ya que la poblacién se conservo en 5.56+0.07
Log UFC/mL, efecto que se vio rebasado después de 18 h, ya que la poblacion aument6 a
7.54+0.06 (Figura 4a). Este aumento en la poblacion microbiana se atribuy6 a un efecto
subletal del AEO, que puede ser explicado por un aumento en el nimero 6 concentracion de
acidos grasos saturados de la membrana bacteriana ocasionando una disminucién no
especifica de la permeabilidad celular, de acuerdo a los reportes de Heipieper (1994) y Ultee
(2000). Por otra parte, en el caso de Q se observo que después de 6 h de incubacion, hubo
una disminucidn en la poblacion microbana a las concentraciones de 0.25 y 0.5 mg/mL; sin
embargo, el efecto de inhibicién no se mantuvo después de 18 h ya que a este tiempo hubo
un aumento en la poblacién microbiana. E. coli O157:H7 fue completamente inhibido
después de una incubacion de 18 h, usando 1 mg/mL de Q, mientras que mayores
concentraciones (2.5-10 mg/mL) fueron requeridas para completa inhibicion a las 6 h de
incubacion (Figura 4b). Por lo anterior, para E. coli O157:H7 la concentracion minima
inhibitoria (CMI) fue >20 mg AEO/mL y 2.5 mg Q/mL; sin embargo Herndndez-Hernandez
y col. (2019) reportaron una CMI <5 mg/mLpara el AEO sobre el mismo microorganismo.
Debe aclararse que estos autores mencionan que las hojas de orégano se procesaron
inmediatamente después de cosechadas y secadas, mientras que en esta investigacion se
obtuvieron ya deshidratadas y con tiempo de almacenamiento desconocido. Hernandez-
Hernandez y col., (2014) reportaron que la inhibicién de Micrococcus luteus por el AEO se
redujo en 40.7 % después de 3 meses de almacenamiento refrigerado en viales de color
ambar, indicando una pobre estabilidad de sus componentes. Dadas estas condiciones, el
tiempo de almacenamiento se considera un factor signficativo en la calidad de las hojas de
orégano y de su aceite esencial, lo cual pudiera relacionarse también con el menor
rendimiento de extraccion obtenido (3.36 £ 0.8 %, p/p, base seca) comparado con el
reportado por estos autores (4.29 % p/p, base seca). Aunado ademas a que la composicién de
los aceites esenciales puede ser afectada por una variedad de factores, tales como la parte de
la planta usada para la extraccion, el tipo de secado, la etapa de maduracion de la planta
durante la cosecha y las condiciones de crecimiento como el tipo de suelo, la temperatura 'y
los fertilizantes usados (Brandao Melo y col., 2015). Por su parte, el efecto antimicrobiano

del Q esta asociado a las condiciones utilizadas, pues se comporta como un compuesto
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cationico, ejerciendo interacciones electrostaticas a través de sus grupos amino (cargados
positivamente) con la membrana celular bacteriana que presenta carga negativa y esto se
asocia a la lisis celular (Ninthya y col., 2017). Ademas, su actividad antimicrobiana se ve
beneficiada por las caracteristicas de las paredes celulares de las bacterias Gram-negativas,
las cuales tienen un grosor menor comparado con la de las bacterias Gram-positivas,
haciéndolas més susceptibles (Goy y col., 2016). Adicionalmente, debe enfatizarse que se
utilizé un pH de 3.1 para disolver al Q, ocasionado por el uso de 0.05 % v/v de &cido lactico
(cuya actividad antimicrobiana esta ampliamente reportada); promoviendo una fuerte
interaccion ionica debido a los grupos amino protonados, ocasionando una disrupcion a la
pared celular (Ngamviriyavong y col., 2010; Goy y col., 2016).

104 O+

8__/-0

Log UFC/mL
Log UFC/mL

#
T T T J 1 T T u J
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Tiempo (h) Tiempo (h)
© tmgmL B 25mgmL A 5SmgmL © 025mgmLH 05 mgmLA lmgmL¥ 2.5mg/mL € 5mg/ml
Z 10mgmlL€ 20mg/ml. @ Control O 75mgmL@ 10mg/ml @ Control B H lictico (0.5 ul/mL)

Figura 4. Concentracion minima inhibitoria (mg/mL) de AEO (a) y Q (b) contra E. coli
O157:H7.

6.3.2  Concentracion minima inhibitoria combinada de AEO y Q contra E. coli
0O157:H7

La combinacion de AEO y Q mostré6 mayor actividad antimicrobiana que su aplicacion de
manera individual. Como se observa en la Figura 5, la aplicacion de 0.25 mg/mL de Q mas
1 mg/mL de AEO exhibid un efecto bacteriostatico que se mantuvo por 24 h mientras que la
combinacion de 0.5 mg/mL de Q y 1 mg/mL de AEO mostré un efecto bactericida hasta por

24 h. Se determind que CIFqg= 0.2 y CIFAg0<0.05, por tanto el 0.20<ClIFindgice<0.25, indicando
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un efecto sinérgico entre el Q y el AEO. Hyldgaard y col., (2012) indicaron mecanismos
tedricos de interacciones sinérgicas de antimicrobianos: inhibicidn secuencial de varios pasos
de una ruta bioquimica, inhibicién de enzimas que degradan o excretan antimicrobianos,
interaccion con la pared o con la membrana celular; aunque los detalles de éstas interacciones

alin no estan claros.

Log UFC/mL

Tiempo (h)
e 025 mg/mL+1 mg/ml E] 0.5 mg/mL+1 mg/ml

lmgmL+l mgml @ Control

Figura 5. Concentracion minima inhibitoria combinada (mg/mL Q + mg/mL AEO) contra
E. coli O157:H7.

6.4 Capacidad de carga de las NSMA

El porcentaje de equivalentes de &cido galico en las NSMA fue de 27.89 + 1.43 % mientras
que en el AEO fue de 53.70 + 1.17 %. Desarrollando el balance de masa por componente se
determin6 que 51.94 % del peso de las NSMA es AEOQ. Esta concentracion, que indica que
la totalidad del AEO permanecio en la mezcla con las NSMF, no corresponde sélo al AEO
encapsulado, sino también al adsorbido en la superficie de las NSMF. Por lo anterior la
cantidad de AEO encapsulado en las NSMF puede ser mucho menor a la afiadida a la mezcla,
lo cual concuerda con Rehman y col., (2018) que reportan un 22% hasta 48 % de capacidad
de carga en silice mesoporosa SBA-15 (Santa Barbara Amorphous-15), Wang y col. (2020)
que reportan 29.12 % en silice mesoporosa nanotubular funcionalizada con APTES y Zhang
y col., (2021) que reportan de ~30.0 % a 63.7 % en NSM. De acuerdo con los resultados
anteriores, para los siguientes experimentos la adicion de AEO y NSMF se realizaron en un
50 % (p/p) con respecto a las NSMA.
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6.5 Actividad antimicrobiana in vitro de las PAC

Los halos de inhibicién de las PAC adicionadas con NSMA no fueron uniformes (Figura 6),
esto posiblemente debido a la entrada de las moléculas de agua del agar, provocando la
dilatacion de las PAC y contribuyendo a la liberacion del AEO en el agar debido al caracter
hidrofilico del APA (dos Santos Paglione y col., 2019). Aunado a lo anterior, la difusién del
AEOQ, a través de la volatilizacion de sus componentes, pudo ser poco homogénea. Por lo
anterior, se determinaron las areas de inhibicion de las diferentes PAC (Tabla 7); la adicion
de NSMA a una concentracion a partir de 9 % (p/p) incremento la inhibicion de E. coli
0157:H7. Esta concentracion, correspondiente a 4.5 % de AEO (p/p) de acuerdo con
resultados anteriormente mencionados, es superior a la sugerida por Chen y col., (2020) para
asegurar buenas propiedades antimicrobianas contra E. coli, la cual oscila entre 2 %y 3 %
(p/p). Sinembargo, cabe resaltar que existen discrepancias acerca de la efectividad del aceite
esencial de orégano, debido a la variabilidad en su composicion (Lee y col., 2019).

Figura 6. Halos de inhibicion contra E. coli O157:H7 con 24 h de incubacion de PAC 4:1
(APA:Q; p/p) adicionadas con diferentes concentraciones (% p/p) de NSMA,; A:control, B:
3%; C: 6%; D: 9%, E: 12%.

Los resultados de este trabajo se suman a otros citados por Zhang y col., (2021) en los que

peliculas con Q aumentaron sus actividades antimicrobianas contra varios deterioradores y

patogenos trasmitidos por alimentos mediante la adicion de aceites esenciales.
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Tabla 7. Areas de inhibicion (cm?) de PAC 4:1 (APA:Q; p/p) adicionadas con diferentes
concentraciones de NSMA (% p/p) contra E. coli O157:H7 con 24 h de incubacion.

Control 3% 6 % 9% 12 %

11.80°+0.79 13.30°+0.73 12.16°+0.72 17.66°+1.87 17.38%2+0.76

Los valores se reportan como mediaxD.E. (n=3). Medias no conectadas por la misma letra
son estadisticamente diferentes (p<0.05).

6.6 Estabilidad de las soluciones filmogénicas

El grado de repulsion entre particulas adyacentes en las soluciones filmogénicas, expresado
como potencial £ (mV), es un indicativo de su estabilidad, relacionandose con la obtencion
de PAC mas manejables. Esto debido a que las particulas se aglomeran en menor medida
durante la evaporacion del solvente, distribuyéndose de forma homogénea (Fernandez-Bats
y col., 2018). De acuerdo con Sabbah y col., (2016) las soluciones con potencial { > |30| mV
poseen muy alta estabilidad, siendo éste el caso para todas las soluciones filmogeénicas de las
diferentes PAC (Tabla 8).

Tabla 8. Potencial { (mV) de las soluciones filmogénicas de APA'y APA:Q (4:1; p/p) con
la adicion de NSMF, AEO y NSMA.

Solucion Filmogenica  Potencial {

APA 21.3+0.3¢
Control (C) 443 +0.2°
C + NSMF 459 +0.7°

C + AEO 40.1 +0.4°
C + NSMA 44 +0.5°

Medias (n=3) no conectadas por la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

La estabilidad de la solucion filmogénica de APA y Q se vio incrementada por la adicion de
NSMF, probablemente debido a la repulsion entre las NSMF cargadas superficialmente de
forma positiva y los aminoacidos con grupos cargados positivamente. Lo anterior debido a
que el pH resultante en la soluciones filmogénicas (3.11) fue inferior al pH de menor

solubilidad reportado para el APA (5.00), el cual se relaciona directamente con el punto
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isoeléctrico de las proteinas del amaranto (L6pez y col., 2018). La adicion de AEO disminuye
la estabilidad de la solucién filmogénica debido a su caracter hidrofdbico; sin embargo, esto
se vio contrarrestado mediante su encapsulacion en NSMF (NSMA). Cabe resaltar que la
solucion filmogénica de APA y Q (control) presentd mayor estabilidad que la solucion
filmogénica de sélo APA; debido a que, como se menciond anteriormente, al pH final de las

soluciones existe repulsion entre el Q (protonado) y el APA (carga neta positiva).
6.7 Color y microscopia electronica de barrido (MEB) de las PAC

Todas las PAC formuladas mostraron un color amarillento (valores positivos de b) y con alta
opacidad. No hubo diferencia significativa del color entre ninguno de los tratamientos (Tabla
9), Unicamente siendo diferentes las PAC compuestas totalmente de quitosano. Segun el
parametro AE, no hubo diferencias de color apreciables entre PAC con la misma formulacion
indicando su homogeneidad.

Tabla 9. Parametros de color CIE (L*, a* y b*), opacidad y AE de PAC de APA,Qvy
APA:Q, con proporcién (p/p) 9:1 (C9) y 4:1 (C4).

Pelicula L a b Opacidad (%)  AE*
APA 39.07* -0.34*®  6.66' 64.23"
Q 33.34> -0.63° 0.69° 47.23° 2.67
C9 37.40% -0.15% 7582 59.47°2 1.71
C9+NSMF 37.69% -0.34% 7.02°2 61.792 0.34
C9+AEO  37.12% -0.05% 8.2 61.312 0.44
C9+NSMA 37.12% -0.05% 8.1°? 61.71°2 1.18
C4 37.74% -0.06% 8.27°2 60.282 0.57
C4+NSMF 38.70% -0.30% 7.782 60.91°2 1.46
C4+AEO  37.81% -027® 7.86° 59.71°2 0.89
C4+NSMA  384% -032% 7.292 61.19°2 0.71

En una columna, medias (n=3) no conectadas por la misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05). *Diferencia de color calculada entre un par de duplicados de una
misma PAC.
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En la Figura 7 se muestra una micrografia de diferentes PAC, adicionadas con NSMF y
NSMA. En las Figuras 7A 'y 7B se observa una superficie lisa y homogénea, y la presencia
de algunas aglomeraciones que se incrementan al aumentar el contenido de proteina en la
mezcla. Lo anterior puede deberse a la aglomeracion de una fraccion no soluble del APA,
relacionada a su vez con un estado intermedio de desnaturalizacion de sus proteinas en pH
acido, la consecuente exposicion de sus grupos hidrofébicos. Ademas, la globulina-p
(componente de la proteina de amaranto) tiende a formar agregados de alto peso molecular
y es susceptible a la desnaturalizacion a pH por debajo de 5 (Cortez-Trejo y col., 2021;
Castellani y col., 1998). La presencia de las aglomeraciones no se incrementa de forma
apreciable al afladir NSMF (Figura 7C), pero si al afiadir NSMA (Figura 7D), que al estar

cargadas con AEO poseen menor solubilidad en la suspension filmogénica de las PAC.
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Figura 7. Micrografia electrénica de barrido de las PAC (amplificacién 1,000x). A) C4; B)
C9; C) C9 + NSMF; D) C9 + NSMA.
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6.8 Espesor, propiedades mecénicas y permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las
PAC

La adicion de diferentes cantidades de NSMF y/o AEO, dio lugar a una diferencia en la
cantidad de solidos totales, misma que no afect6 de forma significativa el espesor de las PAC
tal como se reporta en la Tabla 10:

Tabla 10. Espesor (um) de PAC de Q y APA:Q (p/p).

Co+ Co9+ Co+ Ca+ Ca+ Ca+
* **
PAC Q 9 NSMF AEO NSMA c4 NSMF AEO NSMA

Espesor 118* 135.8* 159.4* 166.8° 139.8% 120.2* 140.4* 158.2*%  134°

D.E. 382 324 72.5 22.4 46.4 10.1 20.3 4.0 20.1

Medias (n=5) no conectadas por la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
*PAC 9:1 (APA:Q; p/p). ** PAC 4:1 (APA:Q; p/p)
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Figura 8. Porcentaje de elongacion, resistencia a la tension (MPa) y modulo de Young

(MPa) de las PAC con proporcion p/p 9:1 (APA:Q) (rojo) y 4:1 (APA:Q) (azul) con la

adicion de NSMF, AEO emulsificado o NSMA. Columnas no conectadas por la misma
letra son significativamente diferentes (p<0.05).
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En la Figura 8 se muestran los resultados de las propiedades mecénicas de las PAC, las cuales
se contrastan a continuacion con los valores reportados por Bastarrachea y col. (2011) de
porcentaje de elongacidn, resistencia a la tension y modulo de Young de diferentes materiales
de empaque. Sélo los tratamientos con proporcion 4:1 (APA:Q) y 4:1 (APA:Q) con AEO
emulsificado mostraron diferencias en la elongacion, con un porcentaje de 18.66+1.73 %,
siendo similar al porcentaje de elongacion del polietileno de alta densidad (20-50 %), a
diferencia de los demas tratamientos que mostraron bajo porcentaje de elongacion, similar al

poliestireno (2-3 %).

En cuanto a la resistencia a la tension, no hubo diferencias entre los tratamientos con
proporcion 9:1, mostrando una resistencia similar al polietileno de baja densidad (7-25 MPa);
de forma similar, los tratamientos 4:1 con la adicion de NSMF y AEO exhibieron valores
mas bajos comparados con los tratamientos con proporcion 4:1 sin afiadidos y aquél con la
adicién de NSMA,; estos Ultimos siendo més similares al polietileno de alta densidad (19-31
MPa) o el poliestireno (31-49 MPa).

El modulo de Young es una propiedad de los materiales relacionada directamente con su
rigidez; éste denota la relacion entre el esfuerzo longitudinal aplicado para lograr la
deformacion lineal de un material elastico, por lo que valores més elevados indican que se
debe aplicar mayor fuerza para deformarlo. De acuerdo con los resultados de Mddulo de
Young, las PAC mostraron caracteristicas similares al polietileno de baja densidad (150-340
MPa), a excepcion de los tratamientos con proporcion 4:1; APA:Q sin afiadidos y con la

adicion de NSMA, que muestran similitud con el polietileno de alta densidad.

Los factores “Proporcion APA:Q” y “R”, como su interaccion, resultaron significativos
(p<0.001), indicando, a su vez, un alto grado de interaccion entre los componentes de las
PAC. Los valores superiores de resistencia a la tension y médulo de Young en las PAC con
proporcion 4:1 (APA:Q; p/p) se deben al mayor contenido de Q en la mezcla, pues éste
presento valores muy elevados de estas propiedades (732.7 £ 248.31 MPa y 27,169.90 +
2,957.94 MPa, respectivamente). Ademas, la formulacion del Q previo a su adicion a la
solucion filmogénica de APA no incluye glicerol, por lo que una mayor proporcién de Q en

la mezcla generara una menor concentracion de plastificante, volviendo las PAC maés rigidas.
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Lo anterior se ve contrarrestado mediante la adicién de AEO pues, como se observa en 1os
resultados, éstas PAC exhibieron mayor flexibilidad (valores superiores de elasticidad y
menores de mddulo de Young) mostrando, a su vez, un efecto plastificante del AEO. Las
caracteristicas hidrofobicas del aceite esencial pueden evitar su interaccién quimica con la
matriz, quedando atrapado dentro de sus cadenas poliméricas, interfiriendo en ellas y, por
consecuencia, reduciendo la resistencia a la tension de las peliculas (Moreira y col., 2020).

De acuerdo con los datos anteriores, la mezcla 4:1 (APA:Q); p/p) produjo las mejores PAC.

Las PAC no mostraron diferencia en la PVA (Tabla 11), lo cual resulta similar a lo reportado
por Aguirre y col., (2013) quienes, en concordancia con Atarés y col., (2010) indican que la
adicion de un componente hidrofébico a la matriz no asegura la reduccion de la PVA. Se ha
reportado que la adicion de AEO puede incluso incrementar la PVA debido a las
discontinuidades causadas en la red polimérica por el AEO, provocando una pérdida de
cohesion en la pelicula y un incremento de los fendmenos de transporte a través de ella
(Hosseini y col., 2015). Los valores de PVA fueron similares al reportado por Tapia-Blacido
(2013), quien realizo peliculas de harina de amaranto con una permeabilidad de 1.2x107

g/dia*m*Pa.

Tabla 11. Permeabilidad al vapor de agua (PVA; g/dia*m*Pa) de PAC de APA Y Q.

PAC PAV

C4* 3.01x10°° + 0.48x10°

C4 +NSMF  4.01x10°% + 0.81x10°
C4+AEO  3.68x1057+0.48x10°
C4+NSMA  3.33x10°5%+ 0.25x10°
CO** + AEO  3.15x1052 + 0.51x10°
Q 3.46x1052 + 0.89x10°5

Medias (n=3) no conectadas por la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
C4*=PAC 4:1 (APA:Q; p/p). C9**= PAC 9:1 (APA:Q; p/p).
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6.9 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Las interacciones quimicas entre los componentes de las PAC se pueden visualizar en la
Figura 9. El espectro del APA muestra los picos correspondientes a la amida | y la amida Il,
generados por la vibracion de grupos peptidicos y relacionanados con la estructura secundaria
de los polipéptidos y las proteinas. La banda de la amida 1 (1600-1700 cm™) se genera por la
vibracion de tension del enlace C=0 en el grupo peptidico, mientras que la banda de la amida
11 (1500-1600 cm'?) se genera por la torsion del enlace N-H y la tension del enlace C-N (Haris
& Severcan, 1999). Es posible identificar una disminucién del pico de absorcién de ambas

amidas del APA en presencia del Q, y mas aun, con la adicién de NSMF y NSMA.

Por su parte, el espectro del Q, ademas de presentar el pico caracteristico de la amida I,
también muestra uno en la frecuencia de 1042-1045 cm™ correspondiente a los grupos

carboxilados asociados con su actividad antimicrobiana (Lagaron y col., 2007).

- — NSMA
- — NSMF
- — AEO

: ‘Control
. — APA
F—Q

Absorbancia
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cm’”

Figura 9. Espectro FT-IR de PAC de APA, Q y con proporcion 4:1; APA:Q (p/p) con la
adicién de NSMF, AEO emulsificado o NSMA.
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El pico de absorcion en 1042-1045 cm, asociado a la tension del enlace C-O 'y al grupo -
OH del glicerol, pudo haber incrementado su intensidad en las PAC debido a interacciones
quimicas entre este ultimo y los grupos hidroxilo del quitosano y la matriz polimérica a traves
de puentes de hidrogeno (Leceta y col., 2013; Moreira y col., 2020). Por otro lado, en los
espectros de las PAC adicionadas con NSMF y NSMA, se observa una fuerte absorbancia en
la frecuencia de 1037-1039 cm™ y un pico en la frecuencia de 800 cm™, los cuales pueden
asociarse a un desplazamiento de los picos caracteristicos de la tension asimétrica y simétrica,
respectivamente, del enlace Si-O-Si de la red del SiO (Dai y col., 2014). El desplazamiento
del pico en 1037-1039 cm™, previamente identificado por otros autores en un rango entre
1075-1102 cm (Alahmadi y col., 2012; Dai y col., 2014; Gao y col., 2020) pudiera deberse
a la interaccién de las NSM con la matriz polimérica y a un solapamiento con el pico en
1042-1045 cmt,

6.10 Efecto de los recubrimientos comestibles en carne fresca de res

6.10.1 Propiedades fisicas y quimicas

Las propiedades fisicas y quimicas de carne fresca de res recubierta se reportan en la Figura
10. Los pH de las muestras de los diferentes tratamientos no mostraron diferencias
comparados con el del control. Por otro lado, Unicamente el tratamiento RN mostro actividad
antioxidante en la disminucion de la concentracion de malonaldehido, esto tras 14 dias de
almacenamiento comparado con los tratamientos sin AEO. Las propiedades antioxidantes del
aceite esencial de orégano se atribuyen a su contenido de compuestos fendélicos, como el
timol que constituye un 66.3% de su composicion (Hernandez-Hernandez, 2014). Los grupos
hidroxilo del anillo fendlico de estos compuestos pueden donar un atomo de hidrégeno,
nulificando radicales libres y, en consecuencia, bloqueando la formacién de compuestos
oxidantes (Jaspal y col., 2021).

En cuanto al color, no hubo diferencias entre los tratamientos, sin embargo, los tratamientos
con aceite esencial emulsificado o encapsulado no disminuyeron su saturacién de color (valor
C) con el paso del tiempo, a diferencia de los tratamientos sin aceite esencial afiadido. Esto
puede deberse al efecto antioxidante del aceite esencial que puede disminuir la formacion de

metamioglobina (de color café grisaceo), la cual se acumula en la superficie de la carne
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generando su decoloracion (Faustman'y col., 2010), fendmeno que, ademas, se ve promovido
por bajas concentraciones de oxigeno (Kontominas, 2014) similares a las producidas por el

empaque al vacio.
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Figura 10. Efecto de los recubrimientos comestibles en el pH, TBARS (mg
malonaldehido/kg de carne) y color (valor Chromay &ngulo h) de carne fresca de res. SR:
muestra control sin recubrimiento; CR: muestra con recubrimiento sin adicion de AEO ni

NSMA; RA: muestra con recubrimiento adicionado con AEO emulsificado; RN: muestra
con recubrimiento adicionado con NSMA.

Valor Chroma

6.10.2 Propiedades antimicrobianas

Los recubrimientos comestibles exhibieron excelentes propiedades antimicrobianas contra
los microorganismos de prueba (Figura 11); todas las muestras comenzaron el experimento
con poblaciones minimas de MMA y B. thermosphacta e indetectables de Pseudomonas spp
y E coli. Tras 21 dias de almacenamiento la muestra sin recubrimiento alcanzo una poblacion

de MMA de 6.57+0.01 Log UFC/cm?; se ha reportado que olores desagradables se presentan
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cuando la poblacién de MMA alcanza cerca de 107 UFC/cm? (Comi, 2017; Pellissery y col.,
2020). En contraste los tratamientos CR y RN no mostraron desarrollo de MMA, mientras
que el tratamiento RA exhibié una poblacion de 5.16+0.05 Log UFC/cm? tras 42 dias. La

muestra control no superé 7 Log UFC/cm? a lo largo del experimento.

En cuanto a Pseudomonas, la muestra control superé 6 Log UFC/cm? tras 14 dias de
almacenamiento y alcanz6 7.07+0.03 Log UFC/cm? al dia 42. Pseudomonas metaboliza
aminoacidos como fuente de energia tras el consumo de la glucosa y tras alcanzar una
poblacion entre 10° y 108 UFC/cm? produce compuestos azufrados, ésteres y aminas, seguido
de viscosidad y olores afrutados, putridos, sulfurosos y caseosos (Samelis, 2006). Por su
parte, se observo desarrollo de Pseudomonas spp. en el tratamiento RA al dia 28, alcanzando
una poblacion de 4.17+0.02 Log UFC/cm?, poblacion similar a la alcanzada por el
tratamiento RN tras 42 dias (4.22+0.08 Log UFC/cm?). El tratamiento CR mostrd la mayor
cuenta obtenida por los tratamientos con recubrimientos comestibles (5.14+0.02 Log
UFC/cm?) tras 42 dias de almacenamiento. EIl crecimiento anticipado en el tratamiento RA
puede deberse a la solubilizacion y rompimiento de la PAC en contacto con la humedad de
la carne fresca de res. El incremento en la materia soluble puede atribuirse a una menor
densidad de interacciones de la matriz polimérica en presencia del AEO (Aguirre y col.,
2013), esto debido al efecto pastificante del aceite esencial que puede provocar una
disrupcion de la matriz del recubrimiento y, en consecuencia, una estructura polimérica
menos compacta (Lee y col., 2019) y una difusion mas veloz del agua dentro de la PAC
(Hosseini y col., 2009). De esta manera, las propiedades de barrera al oxigeno de la PAC
pudieron verse mermadas, siendo menos eficaces en la prevencion del crecimiento de
bacterias aerdbicas como Pseudomonas spp (Azarifar y col., 2020). La encapsulacion del
AEO en NSM evit6 éste efecto en el tratamiento RN, al tiempo que preservo la actividad
antimicrobiano del AEO mostrando una poblacion de Pseudomonas menor que la observada

en el tratamiento CR tras 42 dias.

Por otro lado, no se detecto desarrollo de B. thermosphacta en los tratamientos CR y RN tras
42 dias de almacenamiento, en contraste con el tratamiento SR que super6 una poblacién de
6 Log UFC/cm? y 7 Log UFC/cm? tras 28 y 42 dias, respectivamente, y el tratamiento RA
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que llego a 4.62+0.03 Log UFC/cm? tras 28 dias. Lo anterior puede estar relacionado con lo
descrito anteriormente, pues el oxigeno favorece el desarrollo de Pseudomonas spp, pero B.
thermosphacta y las bacterias acido-lacticas también pueden crecer y contribuir al deterioro
(Comi, 2017). Se puede destacar que, a pesar de que se ha reportado una mayor efectividad
de los aceites esenciales contra bacterias Gram-positivas (como B. thermosphacta) que contra
bacterias Gram-negativas (Hosseini y col., 2015, da Silva y col., 2021), también se ha
reportado que un alto contenido de proteina en la matriz alimentaria puede reducir sus
propiedades antimicrobianas debido a la union de algunos constituyentes volatiles del aceite

esencial con las proteinas (Pateiro y col., 2021, da Silvay col, 2021).

MMA Pseudomonas spp.

Log UFC/em?

Log UFC/em?

Dias

B. thermosphacta

th
L

Log UFC/cm?

0 7 14 21 23 35 42 0 7 14 21 28 3s 42
Dias Dias
Figura 11. Efecto de las PAC sobre el crecimiento de MMA, B. thermosphacta,
Pseudomonas y E. coli (Log UFC/cm?) en carne fresca de res. SR: muestra control sin
recubrimiento; CR: muestra con recubrimiento sin adicion de AEO ni NSMA; RA: muestra
con recubrimiento adicionado con AEO; RN: muestra con recubrimiento adicionado con
NSMA.
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En el caso de E. coli, el tratamiento SR, tras 14 dias de almacenamiento, superé el limite
microbioldgico establecido por la NOM-194-SSA1-2004 de 3 Log UFC/g. El tratamiento CR
alcanzé la poblacion mas elevada (4.81+0.08 Log UFC/cm?) tras 42 dias, mientras que los
tratamientos con AEO no permitieron el desarrollo del microorganismo, posiblemente debido
a su actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana del AEO contra E. coli se ha
reportado en numerosos estudios y se atribuye a la disrupcion y despolarizacion de la

membrana citoplasmatica generada por el timol y el carvacrol (Xu y col., 2008).
6.11 Aceptabilidad sensorial de las PAC

Los resultados de los andlisis sensoriales (Figura 12) muestran que, tras 21 dias de
almacenamiento, el olor de las muestras con recubrimiento fue apenas aceptable, no
importando si éste fue removido, mientras que la muestra control fue rechazada. Esto puede
deberse a la presencia de olores desagradables en la muestra control debido al deterioro
microbiano Por otro lado, la aceptabilidad visual de las muestras se ve mermada por la
presencia del recubrimiento; su remocion otorgd una aceptabilidad visual similar a la del
tratamiento control, la cual fue apenas aceptable. No hubo diferencias en la aceptabilidad,
tanto de olor y color, de las muestras con diferentes tipos de recubrimientos.

Olor Color

Aceptabilidad
Aceptabilidad

.....
......
........

fFEIFS FEFS ST S

Figura 12. Aceptabilidad de olor y color de muestras de carne fresca de res almacenadas
por 21 dias evaluadas con los tratamientos usando la pelicula (CP) o retirandola (SP). En un
mismo grupo (CP o SP) columnas no conectadas por la misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
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7 CONCLUSIONES

Se observaron buenas propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua de la pelicula
conteniendo las nanoparticulas de silice mesoporoso incorporadas con el aceite esencial de

orégano, ademas de mostrar una buena homogeneidad superficial.

Se observaron interacciones del glicerol y las NSM con la matriz polimérica, lo cual permitio

una mejor estructura de las PAC.

La encapsulacion del aceite esencial de orégano en las nanoparticulas de silice mesoporosa
logré satisfactoriamente la preservacién de sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas

y redujo su efecto desestabilizante en la matriz de la pelicula activa comestible.

La pelicula activa comestible disefiada otorgd un claro incremento en la vida de anaquel de
carne fresca de res almacenada en refrigeracion, inhibiendo el desarrollo de microorganismos
patdgenos y deterioradores por 42 dias, al tiempo que consiguo la aceptabilidad por parte de
los consumidores hasta por 21 dias, de esta forma demostrando su potencial uso en la

conservacion de este tipo de productos.

Se requieren investigaciones encaminadas a determinar los mecanismos sinérgicos del aceite
esencial con otros antimicrobianos asi como la determinacion de los mecanismos especificos

de inhibicion contra microorganismos de interés.
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