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RESUMEN

Actualmente los microorganismos son una de las principales causas de deterioro de los alimentos
debido a esto, la industria alimentaria se ha enfocado en desarrollar nuevos envases
antimicrobianos. En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de tres peliculas, dos
aditivadas con un compuesto inorganico (poliamida con 3% de nanoparticulas de MgO vy
polietileno de baja densidad con 3% de nanoparticulas de MgO) y una con un compuesto
orgéanico (polietileno de baja densidad con 5% extracto de tallo de yuca). El trabajo experimental
se dividié en dos partes, en la primera de ellas se evalu6 el efecto antimicrobiano de las peliculas
con el aditivo inorganico y en la segunda, se evalué la pelicula con el aditivo orgéanico.
Previamente a la evaluacion antimicrobiana, se caracterizaron las peliculas midiéndoles espesor,
color y transparencia. En ambos experimentos se elaboraron bolsas con las peliculas y se
emplearon para el envasado de pulpa de res (semimembranosus) molida. La carne envasada en
contacto con las peliculas con el aditivo inorganico (CAl) se almacené durante 5 dias, mientras
gue la carne envasada con el aditivo organico (CAO) por 10 dias. Para ambos experimentos, las
peliculas se almacenaron a 4°C y se determiné la cuenta total de bacterias mesdfilas aerobias y
color (a*) de la carne envasada. Adicionalmente, para el experimento de las peliculas con la CAl
se evalud la acidez titulable de la carne y en el caso de las peliculas con el CAO, el pH. Los
resultados de la caracterizacién de las tres peliculas expresaron que la adicién de los aditivos
causé un aumento en su espesor, y el color de las peliculas no presentd una diferencia
significativa (p>0.05) entre cada pelicula y su testigo. Respecto a la transparencia de las peliculas
se observé que la adicion del compuesto disminuy6 su valor, por lo tanto, las peliculas aditivadas
permiten el paso de la luz en menor cantidad que las peliculas testigo. En el andlisis de la cuenta
total de bacterias mesofilas de la CAl, la carne en contacto con la pelicula de poliamida presenté
mayor crecimiento que su testigo (p<0.05), mientras que en acidez titulable no existié diferencia
(p>0.05); la carne en contacto con la pelicula de polietileno tuvo un crecimiento de bacterias
similar al de su testigo (p>0.05), y expreso 6.21% menos acidez que su testigo. Por otra parte, en
el andlisis de la cuenta total de bacterias mesdfilas de la CAO, al término del almacenamiento las
peliculas testigo tuvieron 5.13 veces mayor crecimiento de bacterias que la carne de las peliculas
con extracto, resultando, ademas, con un pH 5.97 y 5.35, respectivamente. En el andlisis de color,
se demostré que ningun aditivo causo efecto en el color de la carne. Se encontré que las peliculas
con nanoparticulas de MgO no presentan actividad antimicrobiana contra el crecimiento de
bacterias mesofilas aerobias, mientras que la pelicula con extracto de tallo de yuca, mostro

resultados mas favorables, pudiendo ser Util en envases para carne de res.
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INTRODUCCION

Existe una gran pérdida de alimentos en el mundo, en Estados Unidos se estima que alrededor
del 40 % de los alimentos procesados se deteriora y gran parte de este deterioro es causado
por microorganismos, en el caso de los cereales, granos y leguminosas es alrededor del 10%

de pérdida por microrganismos, y en vegetales y frutas es del 50% (Sperber y Doyle, 2009).

La carne fresca estd considerada como un alimento altamente perecedero debido a su
composicion y a su alto valor de actividad de agua (Aw), por lo tanto, en la carne se puede
desarrollar una gran variedad de microorganismos. A pesar de que el musculo como tal, es
practicamente estéril, sin los cuidados necesarios la carne puede ser muy susceptible a la
contaminacion y ofrece las condiciones necesarias para que la mayoria de los microorganismos
se multipliguen rapidamente, especialmente a temperaturas por encima de la de refrigeracion,

provocando pérdidas de calidad y/o problemas de salud publica (Lopez, et al., 2013).

Existen muchas formas de conservar los alimentos, algunas son por los cambios de
temperatura como la refrigeracion o congelacion, o también por métodos quimicos como la
salazén y ahumado. En los Ultimos afios gran parte de las investigaciones se ha enfocado en la
forma de aumentar el tiempo de vida util de los alimentos, buscando nuevas formas de
conservacion o mejorando las que ya existen. Una técnica que ha tenido mucho desarrollo es la
conservacion a través del envase ya sea, envasado al vacio, con atmdsfera modificada o

agregandole alguna sustancia al envase para que alargue la vida Gtil del alimento.

Los envases juegan un papel importante en la calidad de los productos alimenticios al
proporcionar proteccién contra el medio ambiente y residuos quimicos y fisicos. Esta proteccion
puede ser tan simple como la prevencion de la rotura del producto, estos avances han permitido
el acceso a muchos alimentos durante todo el afio que de otro modo no podria ser preservado
(Risch, 2009). La utilizaciobn de los envases tiene como meta mantener en las mejores
condiciones al alimento tanto en su almacenamiento como en su transporte, ademas tiene la
importante funcion de extender la vida de anaquel del producto evitando condiciones que
lleguen a dafiar al alimento, como el oxigeno, humedad, luz, contaminantes quimicos,
microorganismos deteriorativos, entre otros. Por estas acciones que ayudan a preservar el
alimento, la demanda de los consumidores y del mercado por los envases activos se ha hecho

cada vez mayor (Suppakul et al., 2003).
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Los envases activos son el sistema de envasado que posee atributos méas alla de las
propiedades de barrera basicos, que se consiguen mediante la adicién de ingredientes activos
en el sistema de envasado y/o el uso de polimeros activamente funcionales. Los envases
antimicrobianos son una de las muchas aplicaciones de los envases activos (Han y Rooney,
2002). Cuando el sistema de envasado adquiere actividad antimicrobiana, este limita o impide el
crecimiento microbiano mediante la ampliacién del periodo de demora y la reduccién de la tasa

de crecimiento o disminuye el recuento de microorganismos vivos (Han, 2000).

Las contaminaciones microbianas, incluyendo la presencia de hongos en muchos
productos alimenticios son la razén mas limitante por la que muchos productos no pueden
mantenerse durante largos periodos (Gutiérrez, 2009). Por lo tanto, hay una necesidad de
desarrollar agentes antimicrobianos eficaces para garantizar la seguridad de los alimentos y
extender la vida util, estos agentes se pueden clasificar como organicos e inorganicos, los dos

tipos tiene grandes ventajas al usarse. Los agentes mas comunes son los organicos.

Los agentes antimicrobianos organicos se conocen como agentes naturales y se
obtienen principalmente de hierbas, plantas, y especias. Uno de sus principales problemas es
su dificultad de extraccion, purificacion, estabilizacién e incorporacion de dichos antimicrobianos
al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Rodriguez, 2008), un ejemplo de planta
de la cual se puede extraer sus compuestos para usarlos como agente antimicrobiano es la

yuca (Yucca baccata).

La yuca (Yucca baccata) es una plata proveniente de la familia de las agavaceas, se
puede encontrar en el desierto de California, Utah, Texas, Sonora y Chihuahua. El principal uso
gue se le da a esta planta es de jardineria, pero en los Ultimos afios se les ha encontrado otros
usos para darle un valor agregado a dicha planta, por ejemplo, como alimento, para elaborar
cuerdas y canastas y también como detergentes debido a que contiene tubérculos muy ricos en

saponinas (Quihui-Cota, et al. 2014).

Los antimicrobianos continian estando entre los aditivos alimentarios més importantes.
Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor de productos frescos minimamente
tratados, ha aumentado el interés por los antimicrobianos de origen natural que puedan
extraerse para ser utilizados con el fin de prolongar la vida Gtil y la seguridad para el consumidor

(Rodriguez, 2008). Pero a pesar de esa demanda por los agentes naturales desde hace
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algunos afios, el uso de agentes antimicrobianos inorganicos en aplicaciones no alimentarias
como en la desinfeccién de material en los laboratorios y en los hospitales ha atraido mucho
interés para el control de microorganismos, (Okouchi et al., 1995; Wilczynski, 2000).

La ventaja clave de los agentes antimicrobianos inorganicos, en comparacion con sus
contrapartes organicas, es la estabilidad quimica que presentan en tratamientos con altas
temperaturas. También han demostrado tener una mayor eficacia inhibiendo el crecimiento
microbiano en comparacién con otros compuestos (Hewitt et al., 2001; Fu et al., 2005; Makhluf
et al., 2005). En la literatura se han reportado una serie de estudios en los afios 1995, 1998,
1999 y 2000 donde se evalué la actividad antibacteriana de 26 polvos ceramicos, y encontraron
que MgO, CaO y ZnO exhibieron actividades antibacterianas altas, ademas de ser seguros para

el consumo humano (Tony y Yiping, 2011).

En particular el MgO tiene la ventaja de que no es toxico si se consume, ya que se
puede utilizar como un suplemento dietario en forma de MgO y MgOH, puede soportar altas
temperaturas, es de bajo costo y sobre todo que tiene una alta actividad antimicrobiana. El Mg
es muy importante para que el cuerpo humano cumpla con muchas de sus funciones biolégicas
vitales como regular la presion arterial. En la industria de alimentos el Mg también tiene un
papel importante, ya que se puede utilizar como un agente de control de pH en productos
lacteos y en la fabricaciéon de productos enlatados. En la medicina en MgO es utilizado como un
antiacido para aliviar problemas estomacales, también se usa como agente desintoxicante y

para la regeneracion 6sea (Bertinetti et al., 2009; Boubeta et al., 2010).

Otro factor que influye en su alto nivel antimicrobiano es el tamafio de particula ya que a
medida que el tamafio de particula disminuye, aumenta su area de contacto y por lo tanto
permite una mayor interaccién de las particulas (Nel et al., 2006). El caso mas activo seria a

nivel de nanoparticula.

En el presente estudio se caracterizaron tres peliculas, una que fue aditivada con un
compuesto organico extraido del tallo de yuca (Yucca baccata) y las otras dos aditivadas con
nanoparticulas de MgO que es un compuesto inorganico, después se elaboraron envases en

forma de bolsas y se evalué su efecto antimicrobiano al envasarse carne molida de res.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas inorganicas y extracto de tallo de yuca

(Yucca baccata) utilizadas como aditivos en la formulacion de materiales de envase.

Objetivos Especificos

» Caracterizar peliculas aditivadas con nanoparticulas de MgO y extracto de tallo de yuca

(Yucca baccata).

» Evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas de poliamida y polietileno de baja

densidad aditivadas con nanoparticulas de MgO en carne de res.

» Evaluar la actividad antimicrobiana de la pelicula de polietileno de baja densidad aditivada

con extracto de tallo de yuca (Yucca baccata) en carne de res.

+ Evaluar el efecto de las peliculas aditivadas con nanoparticulas de MgO y extracto de tallo
de yuca (Yucca baccata) en el color de la carne de res.
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ANTECEDENTES

Causas del Deterioro de los Alimentos

Los alimentos son productos perecederos, con un periodo de conservacion limitado que varia
en funcion del producto y que pueden medianamente largo. Los alimentos como el pescado, la
carne, la leche, el pan o los vegetales tienen una vida util corta y limitada, en cambio, otros
productos pueden conservarse durante mas tiempo, aunque esto no quiere decir que se
mantengan sin deteriorarse. El alimento empieza a deteriorarse en el momento de su
recoleccién o sacrificio del animal. Este proceso puede definirse como un cambio indeseable en
su estado normal. Algunos de estos cambios se detectan a través del olfato, el gusto o la vista,

aungue en ocasiones son inapreciables a los sentidos (Chavarrias, 2012).

El deterioro de los alimentos se debe a una manipulacion y almacenamiento
inadecuados, aungque en este proceso también influyen otros aspectos, como por ejemplo los
microorganismos patdégenos, virus, mohos y levaduras presentes en el alimento y que estan
relacionados con este proceso deteriorativo, es importante mencionar también que hay ciertas
condiciones que aceleran esta descomposicién, como la luz, el oxigeno, la temperatura y la

humedad, entre otros (Chavarrias, 2012).

Oxigeno

El oxigeno, esencial para la vida, puede tener efectos perjudiciales para las grasas, los
colorantes, las vitaminas y otros componentes alimentarios. En general, el oxigeno puede
proporcionar las condiciones para que crezcan microorganismos 0 causar la oxidacion
(Chavarrias, 2012).

Enzimas

Ciertas enzimas estan presentes de forma natural en los alimentos (enzimas oxidantes). Estas
aceleran las reacciones quimicas entre el oxigeno y el alimento, lo que lleva a su
descomposicion. En el caso de la carne el deterioro se da principalmente por dos enzimas,
enddgenas (propias del musculo) y exdgenas (debido a microorganismos y relacionado con el

mal manejo de los alimentos (Chavarrias, 2012).
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Humedad

La cantidad de agua en un alimento influye en la apariencia, textura y sabor. En los productos
frescos, el contenido de agua puede llegar al 70% o mas del peso total. Incluso los alimentos
secos, como la harina o los cereales, contienen cierta actividad de agua (Aw), un aspecto que
afecta en gran medida al deterioro de los alimentos, si no se conservan de forma adecuada.
Para controlar este riesgo, se recurre a procesos como la deshidratacién (eliminar cierto
porcentaje de agua), la congelacién (cambiar de estado liquido a sdlido) o el uso de aditivos

como la sal y el azlicar (Chavarrias, 2012).

Luz

Casi todos los alimentos estan expuestos a la luz a partir de fuentes naturales o artificiales. Esta
exposicion puede dar lugar a cambios en el color del alimento, en el sabor o en pérdidas de
vitamina. En la mayoria de productos sélidos, la luz penetra en la capa exterior, por lo que el
deterioro se produce en esta parte. En los liquidos, en cambio, la penetracion suele ser mayor.
La sensibilidad a la luz depende de factores como su intensidad, el tipo de luz, la distancia entre
la fuente de luz y el alimento, la duracion de la exposicién o la concentracion de oxigeno en el

producto y la temperatura (Chavarrias, 2012).

Temperatura

Cuando la temperatura no se controla de forma adecuada, el riesgo de que un alimento se
descomponga es mayor. Cada tipo de microorganismo tiene una temperatura Optima de
crecimiento. Al estar en su temperatura éptima, las bacterias pueden duplicar su nimero cada
20 o 30 minutos (Chavarrias, 2012).

Contaminacion Microbiana

Las alteraciones de los alimentos dependen de sus propias caracteristicas, de su microbiota
presente y del ambiente que rodea al alimento. Dependiendo de estas condiciones se
desarrollaran diferentes microorganismos, algunos de los cuales pueden causar alteracién o

deterioro. Tales microorganismos pueden estar presentes en la materia prima o tener acceso al
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alimento en alguna etapa del proceso de transformacion; es dificil evitar su presencia y una vez
contaminado el alimento, si se mantiene por periodos largos bajo condiciones adecuadas para
la multiplicacion microbiana, finalmente sera inaceptable para el consumidor (Downs y Ito,
2001).

Para crecer, los microorganismos requieren de disponibilidad de nutrientes adecuados,
condiciones gaseosas apropiadas, temperatura y pH, suficiente agua libre y ausencia de
sustancias inhibitorias. Si alguno de estos factores no se encuentra en el rango necesario, la
velocidad de crecimiento disminuird. Existen muchos tipos de microorganismos con diferentes
requerimientos, de tal forma que un alimento puede ser propicio para que se desarrolle cierto
microorganismo, pero no para otros. Por lo general la microbiota de los alimentos es compleja y
la predominancia de un grupo de microorganismos dependera de la mayor o0 menor adaptacion

al medio, en comparacién de los demas (Downs y Ito, 2001).

La vida de anaquel de un producto depende principalmente de dos factores que son, la
concentracion inicial de microorganismos deteriorativos y las condiciones de almacenamiento.
Para evitar pérdidas del producto e incrementar su vida util serd necesario evitar la
contaminacién de la materia prima y del producto y usar métodos convenientes de conservacion
(Roberts y Greenwood, 2003). Una vez que se presenta la contaminacion de los alimentos y si
existen condiciones propicias para que se dé el crecimiento de los microorganismos, éstos
pueden causar que el alimento se vuelva inaceptable debido a muchas razones microbiolégicas.

Los microorganismos pueden (Roberts y Greenwood, 2003).

* Producir compuestos con mal olor, por ejemplo, aminas y sulfuros en carne o trimetilamina en

pescados.

* Alterar la apariencia de los alimentos por cambios de color o decoloracion.

« Modificar la consistencia haciendo los alimentos visiblemente viscosos o con desarrollo

micelial.

« Provocar cambios en la textura, tales como reblandecimiento de las verduras debido a

enzimas pectinoliticas, o leche hilante por contaminaciéon con microorganismos esporulados.
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Los procedimientos que involucran higiene, asi como los procesos de conservacion para
controlar microorganismos téxicos infecciosos son, en la mayoria de los casos, igualmente
aplicables para el control de los microorganismos de alteracion o deterioro. Un factor que es
muy importante cuidar es la temperatura, ya que cada microorganismo tiene una temperatura
de crecimiento adecuada. Hay varios tipos de microorganismos en funciéon de sus temperaturas

de crecimiento minima, maximay éptima (Tabla 1) (Jay et al., 2005).

Tabla 1. Microrganismos y temperatura de crecimiento adecuada.

Tipo de microorganismo Temperatura Temperatura Temperatura
minima Optima maxima
Psicrofilo -5 +5 12 - 15 15-20
Psicroétrofo -5 +5 25-30 30-35
Mesofilo 5-15 30 - 45 35-47
Termofilo 40 - 45 55-75 60 - 90

Fuente: Jay et al., 2005

Deterioro de la Carne

El deterioro de los alimentos se produce por diversos cambios, principalmente en respuesta al
crecimiento y metabolismo de microorganismos, la exposicion, la cantidad y tipo de luz que
recibe la carne, la oxidacion de lipidos y pigmentos, etc. Lo interesante es que la gran mayoria
de los cambios son normalmente percibidos por el consumidor mediante el uso de sus sentidos
(vista, olfato, gusto, tacto y oido). Cuando el consumidor rechaza el producto, porque considera
gue sus caracteristicas lo hacen inaceptable o porque pone en riesgo su salud, se dice que ha

llegado al final de su vida de anaquel o vida util.

En términos generales, los factores que mas influencia tienen sobre la vida de anaquel
de la carne fresca y los productos carnicos son: calidad del producto (pH, color, capacidad de
retener agua, etc.), carga bacteriana inicial, temperatura, tiempo de almacenamiento y
atmosfera en que es contenida la carne (Restrepo y Montoya, 2010). Cualquier falla en el

control de alguno de estos factores, puede ser parcialmente compensada por el riguroso control
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de otro factor; la vida de anaquel 6ptima pudiera solamente ser alcanzada al controlar todos los

factores en conjunto.

La calidad de la carne es un término complejo, muy ligado en algunos consumidores a la
cantidad de grasa presente en el corte; sin embargo, el término va mas alla y comprende
aspectos nutricionales, sensoriales, tecnolédgicos y sanitarios, entre otros; siendo el foco central,
las caracteristicas organolépticas de aroma, color, sabor, jugosidad, suavidad que son los de
mayor influencia en la experiencia por parte de los consumidores. No existe un valor absoluto,
sino que es la suma de atributos que se conocen cuando el producto se consume (Brondum et
al., 2000; Hui et al., 2006).

Un factor muy importante que se debe de tener en cuenta es el tipo de musculo a
utilizar, dado que no todos los musculos son iguales, en funcién de factores fisiol6gicos que
alteren las caracteristicas de los musculos, considerando, por ejemplo, la proporcién entre los
tipos de fibras musculares (blancas, rojas, mixtas, etc.) que comprenden a un musculo
especifico; la funcion y carga de trabajo que realiza; su tamafio y localizacion, etc. (Brondum et
al., 2000; Hui et al., 2006).

Por otro lado, en la industria existen diversos protocolos para recibir la materia prima
(carne) que se va a utilizar. La materia prima con adecuada calificacion de calidad y adecuado
procesamiento, tendra una larga vida en anaquel; entre las caracteristicas a considerar claves

en la adecuada aceptacion de materia prima carnica se encuentran (Lopez et al., 2013):

* El color (primer indicio de calidad y frescura del producto).

* El grado de maduracion (se encuentra relacionado con la estabilidad de las fibras

musculares).

* La capacidad de retencion de agua (es un indicativo de lo sucedido desde transportacion del
animal, pasando por la matanza y enfriamiento, relacionado con la estabilidad de las fibras

musculares y con la velocidad y amplitud de la caida del pH de la carne después del sacrificio).

» La carga microbiana inicial (la cual estard relacionada con todo el proceso de sacrificio y

faenado, lavado de canales y mantenimiento de la cadena de frio).
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Una de las mejores practicas para poder controlar la vida de anaquel, consiste en
realizar analisis microbiol6gicos a la materia prima (las canales o cortes primarios), que parte de

la premisa de que una baja carga microbiana inicial, es la clave para una larga vida de anaquel.

Color de la Carne y Factores que lo Afectan

El color que percibimos en la carne es el resultado de una fuente de luz que puede variar en
color (blanca, roja, luz de dia, etc.), que interactia con pigmentos que tienen la capacidad de
absorber fracciones de luz, de modo que lo que se refleja es el color que nosotros percibimos
mediante la retina (Mancini y Hunt, 2005), que es un detector que comunica los estimulos al
cerebro quien percibe e interpreta lo que la muestra refleja (la luz que no fue absorbida por la
muestra). El color y la apariencia de la carne se encuentran dentro de los principales atributos
de calidad que influyen en la decision de compra del consumidor. De hecho, para los
consumidores mexicanos, es el principal referente al momento de seleccionar un corte de
carne. Estos juicios son muy variados entre consumidores, se basan en ideas preconcebidas y
experiencias personales, que resultan en que consideremos una carne como segura, fresca,

jugosa o inadecuada para su consumo.

Intuitivamente, el consumidor es capaz de percibir los cambios en el color, los cuales
pueden estar asociados a alteraciones quimicas a nivel superficial, a la composicion quimica del
alimento, a la creacion de nuevos compuestos en la superficie, al desarrollo microbiano, o
simplemente a modificaciones en el contenido de agua (poca o alta capacidad de retencion de

agua; o deshidratacion de la carne por congelamiento).

El principal pigmento de la carne, es la mioglobina, la cual cambia de color en funcién de
su estado de oxidacion. Asi, el color de la carne no es fijo y se puede modificar por la
interconversion de las tres diferentes formas de la molécula de mioglobina (Figura 1). Al realizar
un corte transversal a las fibras musculares, la mioglobina interactia principalmente con los
gases de la atmdsfera, ya sea oxigeno, monoéxido o didéxido de carbono, lo que puede resultar

en diferentes porciones de las diferentes especies de mioglobina (Mancini y Hunt, 2005).

En la carne, al igual que otros materiales no metalicos, al incidir un rayo de luz en su
superficie se produce una reflexion difusa, esa reflexién es lo que se define como el color. Asi,

al incidir una luz blanca sobre una substancia, ciertas longitudes de onda que componen esa luz
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blanca, seran absorbidas por la muestra, el color estard formado por la combinacion de aquellas
longitudes de onda que no fueron absorbidas por la substancia. El color percibido ha sido
definido por CIE (Commision Internationale de L’Eclairage) como el atributo visual que se
compone de una combinacién cualquiera de componentes cromaticos y acromaticos (Alberti et
al., 2005).

ATM O, -

Rx 1 (Oxigenacion): Dmb + O, «—OMb

Rx 2a (Oxidacion): OMb + [consumo de oxigeno o baja presion parcial O;] - e — MMb
Rx 2b (Oxidacion): [ DMb - ion hidroxil - ion hidrégeno complejo ] + Q.—=MMb + O,

Rx 3 (Reduccion): MMb + consumo de oxigeno + reduccion de metamioglobina — Dmb
Rx 4 (CarboxiMb): DMb + mondxido de carbono — COMb

Figura 1. Diferentes formas y reacciones de la mioglobina en la carne (Adaptado
de Mancini y Hunt, 2005).

A pesar de que se tienen afios trabajando con la medicion de color, a nivel mundial y
entre la comunidad cientifica, existe mucha discrepancia sobre la metodologia a utilizar para
medir el color. Esto ha creado que exista poca repetitividad entre laboratorios e incluso entre
experimentos. Es por lo tanto forzoso que se haga un esfuerzo por reportar con la mayor
precision posible, la metodologia empleada en cada medicion (Tapp et al., 2011). La
apreciacion del color se puede hacer, tanto de forma visual, como de forma instrumental,

mediante el uso de métodos colorimétricos.
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Los métodos visuales, se basan en el uso de estdndares de color, de los cuales existen
multiples versiones, siendo probablemente los mas conocidos los desarrollados por la AMSA
(American Meat Science Association), asi como las escalas japonesas. Estos sistemas son muy
practicos y se utilizan mucho en la industria. Sin embargo, muchas veces se requieren de
mediciones mas precisas y objetivas. En este caso, es importante recurrir a métodos
colorimétricos especificos. Para que se pueda generar el color, deben de existir primero una
fuente de luz, una superficie que se ilumine y un detector que perciba e interprete lo que la
muestra refleja (la luz que no fue absorbida por la muestra). En la apreciacion visual, el receptor
es la retina que manda a analizar las sefales al cerebro donde se produce una versién subjetiva
sobre la percepcién del color. Para evitar esa subjetividad, y poder producir informacion que sea
entendible y reproducible de forma universal, se utilizan tres caracteristicas fisicas que definen

al color (Tapp et al., 2011).

El espacio de color Hunter L, a, b se basa en un esquema de vectores que se
representan de forma tridimensional, y que estan basados en la teoria de los colores opuestos.
La integran los pardmetros L, a y b. L se refiere a la luminosidad y se ubica verticalmente,
tomando valores de 100 (blanco) y 0 (negro); mientras que a y b, ubicados horizontalmente, no
tienen limites, pero si valores positivos 0 negativos. La escala de a se mueve de los valores
positivos (rojo +) a los negativos (verde -); mientras que la escala de b va del amarillo (+) al azul
(), tal como se muestra en la Figura 2. Todos los colores que se pueden percibir visualmente se

pueden mostrar en este espacio rectangular de color (Tapp et al., 2011).

Blanco
L*= 100

Amarillo
+hb*
—

Rojo
+aj"

Figura 2. Escala de color en arreglo de vectores en tres ejes, donde
L (luminosidad) va de claro a obscuro, a* va de verde arojoy b* va de

azul a amarillo (Tapp et al., 2011).

24



pH de la Carne y Factores que lo Afectan

El pH es uno de los principales parametros a considerar para verificar la calidad de la carne,
porque afecta varias de sus cualidades (color, capacidad de retencién de agua, etc.). El pH es
definido como el logaritmo negativo de la concentracion de protones. Tiene una escala entre 0 y
14. Un valor de pH por debajo de 7 es considerado como 4cido, y por encima de un valor de 7

se considera alcalino o también denominado basico (Pasachoa, 2010).

El pH del musculo de animales sanos y vivos es de alrededor de 5.5. Este valor
disminuye tras la muerte del animal, principalmente, debido a la degradacién del glucégeno a
acido lactico, una reaccion en la que el musculo trata de producir energia en ausencia de
oxigeno. Esta reaccion, depende de la actividad de una serie de enzimas que son sensibles a la
temperatura, por lo que es relevante considerar la temperatura del musculo al momento de

hacer la medicion del pH (Pasachoa, 2010).

La variacion en los valores de pH, se da por un sinnimero de factores, algunos de ellos
son intrinsecos al animal (genética, metabolismo, susceptibilidad al estrés, etc.), pero
normalmente los factores mas relevantes tienen que ver con el ambiente en que se manejo el
animal y su canal durante las 24 h previas y posteriores al faenado. Previo al faenado, el
manejo es un factor clave, ya que un exceso de estrés provocara la sobreproduccién de
adrenalina, que tiende a promover la degradacion de glucégeno vy, por ende, favorece la caida
abrupta del pH (acidificacion). Luego del faenado, una mala refrigeracion de la canal, con
temperaturas elevadas, promovera también una rapida caida del pH. Dependiendo de la
velocidad de la disminucién del pH post-mortem y del pH final alcanzado por la carne, se
distinguen diferentes tipos de carne, como se muestran en la siguiente Figura (Pasachoa,
2010).
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Figura 3. Disminucion del pH de la carne después del sacrificio, normal,
palida-suave-exudativa (PSE), oscura-firme-seca (DFD) (Adaptado Pasachoa,
2010).

Acidez de la Carne y Factores que lo Afectan

La acidez de una sustancia se puede determinar por métodos volumétricos. Esta medicion se
realiza mediante una titulacion, la cual implica siempre tres agentes o medios: el titulante, el
titulado (analito) y el indicador. Cuando un &cido y una base reaccionan, se produce una
reaccion; la cual se puede observar con un indicador. Un ejemplo de indicador, el mas comun,
es la fenolftaleina (Czo Hia O4), que vira (cambia) de color a rosa cuando se encuentra presente

una reaccion acido-base (Castillo, 2014).

El agente titulante es una base, y el agente titulado es el acido o la sustancia que
contiene el acido. A nivel industrial, se consideran dos tipos de acidez. Se tiene la acidez natural
y la acidez desarrollada. La acidez natural se debe a la composicion natural del alimento o
sustancia. La acidez desarrollada se debe a la acidificacion de la sustancia ya sea por procesos

térmicos, enzimaticos o microbioldgicos. La que posee importancia en el aspecto tecnoldgico
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es la desarrollada. Esta suele determinar la sanidad industrial de las sustancias para obtener
productos secundarios (Castillo, 2014).

En estado natural, la mayoria de los alimentos, como la carne, pescados y productos
vegetales, son ligeramente acidos. La mayoria de las frutas son bastante acidas y solo algunos
alimentos, como la clara de huevo, por ejemplo, son alcalinos. La acidez puede ser un factor

basico en la conservacion de los alimentos (Castillo, 2014).

Microorganismos en la Carne y Factores que lo Afectan

La carne fresca por su contenido nutricional y su alto valor de Aw esta considerada dentro del
grupo de los alimentos altamente perecederos, al igual que la mayoria de los productos
elaborados con ella; sin embargo, de acuerdo a sus caracteristicas particulares, el tipo de
microorganismos presentes puede variar. A pesar de que el masculo como tal, es practicamente
estéril, los alimentos preparados con base en carne son muy susceptibles a la contaminacion y
ofrecen las condiciones necesarias para el crecimiento de microorganismos involucrados en

dafios y enfermedades de origen alimentario (Restrepo et al., 2001).

Después del sacrificio y de la evisceracion del animal, la carne conserva las
caracteristicas microbianas generales que tenia previo al sacrificio. La superficie del animal esta
contaminada por microorganismos provenientes del suelo, el aire y el agua, mientras que el
musculo esquelético esta practicamente libre de ellos. Ahora bien, existe un namero
extremadamente alto de microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal de los
animales, y es de esperarse que algunos de ellos puedan encontrar el camino a la superficie de
las canales durante el proceso de evisceracion; adicionalmente, algunos animales
aparentemente sanos pueden albergar microorganismos en higado, riflones, nédulos linfaticos y
bazo, los cuales pueden llegar al misculo esquelético via sistema circulatorio, generalmente se

encuentran en el musculo en muy bajas cantidades (Restrepo et al., 2001).

Debido a la gran variedad de fuentes de contaminacion, los tipos de microorganismos
que suelen encontrarse en las carnes son muchos y muy variables. La contaminacion de
canales de bovino y porcino después del sacrificio y enfriamiento, es variable y puede ser
constituida de 10 - 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de mesofilos aerobios,

dependiendo de la canal, sitio de la canal y lugar de donde provenga. Entre las muchas
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bacterias que pueden encontrarse como contaminantes de la carne, las mas importantes son
las de los géneros Pseudomonas, Achromobacter, Micrococcus, Streptococcus, Sarcina,
Leuconostoc, Lactobacillus, Proteus, Flavobacterium, Microbacterium, Bacillus, Clostridium,
Escherichia, Salmonella y Streptomyces (Restrepo et al., 2001).

La contaminacion se incrementa en carnes picadas porque ellas generalmente
provienen de recortes sumamente manipulados, en los cuales existe una gran area superficial y
las condiciones para el crecimiento y desarrollo de microorganismos, principalmente los
psicrétrofos aerdbicos, son mayores, ocasionando grandes deterioros. Los factores que influyen
en el crecimiento de los microorganismos en las carnes son la Aw, el potencial de éxido-

reduccién (Eh), el pH, las necesidades nutritivas y la temperatura (Restrepo et al., 2001).

Métodos de Conservaciéon de los Alimentos

Algunas teorias evolucionistas consideran que el consumo de alimentos ricos en proteina,
energia y minerales, como lo son las carnes, fue uno de los factores clave que permitié la
evolucion del cerebro humano. Pero el tener acceso frecuente a esta carne, muchas veces era
imposible de no contar con métodos que ayudaran a preservarla por algun tiempo (Davies,
1995). Esta necesidad, promovio el desarrollo de métodos de conservacion como la salazén (en
seco o salmuera), el ahumado (en frio o caliente), etcétera, los cuales disminuyen el contenido
de agua de los alimentos y modifican su percepcion sensorial. Gracias a esto, la Aw del
alimento disponible para los microorganismos se reduce hasta tal punto, que los

microorganismos quedan inactivos o mueren (Marth, 1998).
Los sistemas de conservacion de los alimentos son aquellos que evitan que las

alteraciones antes mencionadas puedan llegar a producirse. La figura 4 expone de forma

sintética los principales sistemas de conservacién empleados en alimentos.
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Figura 4. Sistemas de conservacion de los alimentos.

Otros métodos que limitan el desarrollo de bacterias y hongos, es la adicion de nitratos,
compuestos bactericidas del humo, o los presentes en algunas plantas o semillas (albahaca,
orégano, pimienta, etc.). La fermentacion es igualmente un método tradicional, que favorece la
conservacion de alimentos (los embutidos fermentados), donde por competencia, o por la
produccion de compuestos derivados de su metabolismo (por ejemplo, el acido lactico o ciertas
bacteriocinas) grupos de microorganismos excluyen el crecimiento de otros (Aberle, 2002).

Desde finales del siglo XIX, el principal método de preservacion de la carne a largo
plazo, ha sido la congelacién a -20°C; mientras que, para periodos de tiempo cortos, se prefiere
la refrigeracion a temperaturas entre 0 y 4°C. El mantenimiento de la cadena de frio se hace
para salvaguardar la seguridad de los consumidores y la proteccién de la salud publica (Eilert,
2005).
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Esto se logra por la desaceleracién de reacciones enziméticas propias de la misma
carne, asi como por la reduccion del dafio microbiano y/o contaminacion biol6gica, puesto que
la temperatura baja, reduce la replicacion de la mayoria de los microorganismos, quienes son
los responsables de la aparicion del limo superficial, desarrollo de olores desagradables, asi
como de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), ya sea por la presencia particular de
algunas de las bacterias como Salmonella, o de toxinas microbianas derivadas de su
metabolismo como las producidas por Staphylococcus aureus (Arinder y Borch, 1999). El efecto
de la temperatura de almacenamiento es tan importante, que puede resultar en modificaciones
en la vida atil de producto. Se ha encontrado que la vida Util tiene una reduccién considerable a

medida que aumenta la temperatura.

Los sistemas de comercializacion y venta de alimentos han experimentado grandes
cambios en las Ultimas décadas. Las razones para ello son muy variadas y diversas. La
seguridad y calidad es lo que mueve fuertemente al mundo alimentario en estos momentos. Los
alimentos deben ser lo mas seguros posible desde el punto de vista higiénico y de la salud, pero
al mismo tiempo, deben poseer la maxima calidad sensorial, y conservarla el mayor tiempo que

sea viable.

Es por ello que en los ultimos afios la industria alimentaria se ha enfocado en la
investigacion de nuevas técnicas para mantener los alimentos lo menos procesados posible,
pero intentando aumentar su vida de anaquel, una de las principales técnicas empleadas son
los envases, debido a que cumplen una serie de funciones importantes para conservar la
calidad de los alimentos, como es el contener al alimento, ayuda a su trasportacion y su

conservacion, entre otras.

Envases

En la actualidad existen diversas formas de envasar la carne o productos cérnicos. Esto es el
resultado de una constante evolucién de las tecnologias de envasado, que busca mejorar su
funcion principal: “contener y preservar”. Diversos grupos de investigacion en colaboracion con
la industria de envases, se han dado a la tarea de resolver los problemas de productores y
procesadores de carne. En esta busqueda de mejores y nuevas tecnologias, al igual que

sucedié con el uso de la refrigeracién y la congelacién, la industria de la carne fue de las
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primeras en aplicar las tecnologias de envasado con atmésferas modificadas (EAM) para
incrementar la duracién de sus productos (Brody, 2001; Brody, 2003).

La eleccién de una tecnologia de envasado u otra viene condicionada por la apariencia 'y
tamafio que se desee presentar al consumidor, el valor del producto, el tipo de carne y las
condiciones bioquimicas; por ejemplo, cuando el pH final de la carne es bajo, el riesgo de
desarrollo microbiano es menor; entonces, puede optarse por el vacio convencional o el vacio
mediante termoformado conocido como "segunda piel". En cambio, en carnes con pH mas altos
se recomienda el uso de EAM que contengan dioxido de carbono por su accién antimicrobiana,
ya que la carne con pH alto es un medio favorable del desarrollo bacteriano y, por ende, al

desarrollo de malos olores en los envases al vacio (Garcia y Gago, 2006).

La industria y consumidores exigen que el envase cumpla totalmente las funciones de
proteger al alimento en su integridad, calidad y frescura, asi como que estén libres de cualquier
riesgo para el usuario (Rokka et al., 2004). Con el fin de otorgar esta seguridad y coadyuvar a
elevar su desempefio, se han innovado y desarrollado los envases activos e inteligentes

(Restrepo y Montoya, 2010, Suppakul et al., 2003):

» Envase activo (EA), aquellos donde se cambian las condiciones del envase o del medio con el
fin de extender la vida de anaquel, incrementar la seguridad sanitaria y mantener las
propiedades sensoriales, mientras conservan la calidad del alimento, en este tipo de envases, el
envase libera compuestos o le otorga condiciones al alimento para preservarlo. Pueden existir

envases con liberadores de gases, antioxidantes y antimicrobianos (Suppakul et al., 2003).

» Envase inteligente (El), se encarga de monitorear las condiciones en las que se encuentra el
alimento envasado con el fin de proveer informacion al consumidor acerca de su calidad
durante las etapas de almacenamiento, transporte y exhibicién para venta; funcionan mediante

etiquetas indicadoras del estado del alimento y envase (Suppakul et al., 2003).

En la seleccion de EA estén involucradas varias caracteristicas del alimento, que pueden
jugar un importante papel en la evaluacion de la vida de anaquel (Suppakul et al., 2003, Coma,
2006), tales como: procesos fisiolégicos (maduracién), procesos quimicos (oxidacion), procesos
fisicos (deshidratacion), aspectos microbiolégicos (descomposicion por microorganismos) e

infestacién (por insectos). Los sistemas se pueden clasificar como “absorbedores” que
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remueven los compuestos indeseables (oxigeno, exceso de agua, etileno, didxido de carbono,
etc.) y “liberadores” que adicionan compuestos al alimento envasado (diéxido de carbono,

antioxidantes, antimicrobianos, etc.).

Por otro lado, si bien existen muchos tipos de El, s6lo unos pocos se encuentran en el
mercado. Entre ellos tenemos (Brody, 2001; Brody, 2003; Coma, 2006, Restrepo y Montoya,
2010):

* Indicadores tiempo-temperatura, que muestran una dependencia tiempo-temperatura medible,
a través de un cambio irreversible en el dispositivo asociado a un cambio de calidad del

producto, son etiquetas internas del envase que monitorean el factor temperatura con el tiempo.

* Indicadores de fuga (Leak-indicators-LI), aportan informacion sobre la composicién del espacio
libre del sistema producto-envase y de la integridad del envase, indicando la pérdida de presion

o la absorcién de oxigeno, usan azul de metileno como indicador.

* Indicadores de grado de frescura, basados en la deteccion de compuestos volatiles
producidos durante la alteracién de alimentos (dioxido de carbono, aminas, amoniaco y sulfuro

de hidrégeno).

* Indicadores de desarrollo bacteriano, los cuales se activan por el consumo de algun nutriente,

o si la poblaciéon de microorganismos rebasa los niveles permitidos.

Existen otros sistemas indicadores como son los de color, de golpes y de autenticidad.
Recientemente, se han disefiado envases inteligentes que incorporan en las peliculas infinidad
de moléculas que al estar en presencia de agentes deteriorantes en el producto, generan una

sefal visual que alerta al consumidor (Gobantes et al., 2001 y Garcia y Gago, 2006).

Polimeros para la Fabricacion de Envases
Varios polimeros son usados en la fabricacion de envases y embalajes, la eleccion de los

mismos dependera principalmente del mercado en el que va a ser comercializado, en la

compatibilidad con el producto a contener, del sistema de transporte del producto, los aspectos
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socioecondmicos, los aspectos relativos al medioambiente, la seguridad del sistema de envases
y embalajes (Luckwu, 2013).

Los principalmente materiales plasticos utilizados en la fabricacion de envases para

alimentos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasticos utilizados en envases para alimentos.

Nombre Abreviaciones comunes

(Por sus siglas en ingles)

Polietileno (Baja y alta densidad) PE (LDPE y HDPE)
Polipropileno PP
Polietileno PET
Etilén vinil acetato EVA
Poliamidas PA
Poliestireno PS
Etilén vinil alcohol EVOH
Acetato de polivinilo PVA
Cloruro de polivinilo PVC
Estirenos S

Fuente: Luckwu, 2013.

Poliamida (PA)

La PA es un polimero termoplastico semicristalino con excepcionales propiedades que lo hacen
apto para multiples aplicaciones. Son conocidas sus excelentes propiedades mecéanicas, en
cuanto a modulo elastico, resistencia al impacto, a la fatiga y a la abrasion, que lo hacen
insustituible en sectores como automotriz. Si definimos los principales sectores de aplicacion de
la PA se podria resumir en: automotriz, eléctrico/electrénico, textil y envase alimentario
(Benedito, 2012).

Las ventajas de la PA no se quedan solamente en sus propiedades mecanicas. No hay

que olvidar toda una serie de ventajas y caracteristicas que las hacen extremadamente
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interesantes en otros campos, como el que nos ocupa: films. El envase alimentario, como bien
es sabido, exige una serie de propiedades no alcanzables para cualquier polimero. La
estructura (Figura 5) claramente estabilizada de las poliamidas por la formacién de puentes de
hidrégeno, su caracter polar y su morfologia semicristalina justifican las excelentes propiedades
adecuadas para envase alimentario (Benedito, 2012).
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Figura 5. Molécula de PAG66.
Las principales caracteristicas que hacen viable la utilizacion de la PA en envases para
alimentos son: (Benedito, 2012).
» Excepcional resistencia a la traccion y dureza.
» Gran barrera al oxigeno y a aromas/olores. Permeabilidad al vapor de agua.
* Resistencia al rayado y a la fisuracion.
» Resistencia quimica a las grasas, aceites, disolventes y alimentos acidos.
* Gran transparencia y capacidad de imprimacion.

* Gran resistencia a la deformacion por temperatura (posibilidad de ser usado en hornos

convencionales y microondas). Capaz de recibir diferentes tratamientos de esterilizacion.

* Resistencia a las bajas temperaturas.
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* Reciclable e incinerable sin la produccion de substancias perjudiciales.

En cuanto a los tipos de poliamidas utilizadas en films o laminas para envase cabe
destacar fundamentalmente la PA6, PA66, PA 612 y los copolimeros de PA 6/66. Entre ellas, la
PA66 mantiene un adecuado equilibrio entre resistencia mecanica, rigidez, resistencia a la
temperatura, quimica, y al desgaste. Es la mas utilizada en la fabricacion de envases,
indudablemente. Sin embargo, la PA6 es mas facil de procesar (menores temperaturas),
presenta menor modulo elastico, menor contraccion y elevadas propiedades 6pticas, asi como
resistencia al impacto. Comparado con éstas, la PA612 presenta el mejor de los mdédulos
elasticos, asi como rigidez. Debido a la menor cantidad de grupos amina, la absorcién de

humedad es menor, asi como alta resistencia quimica y a la abrasién (Benedito, 2012).

Polietileno de Baja Densidad (PEBD)

El polietileno es quimicamente el polimero mas simple. Se representa con su unidad repetitiva.
Es uno de los plasticos mas comunes, debido a su alta produccion mundial. Es quimicamente
inerte, es el termoplastico mas usado actualmente, se trata de un plastico barato que puede
moldearse a casi cualquier forma, extruirse para hacer fibras o soplarse para formar peliculas
delgadas. El polietileno pertenece al grupo de polimeros denominados poliolefinas (Figura 6).
Estas provienen de hidrocarburos simples, compuestos por atomos de carbono e hidrégeno y
con dobles enlaces (Quino, 2013).

Los productos hechos de polietileno van desde materiales de construccion y aislantes
eléctricos hasta materiales de envase. El polietileno se clasifica por su: densidad, contenido de
mondmeros, peso molecular, distribucion del peso molecular, indice de fluidez y modificacion. El
polietileno mas utilizado en la industria es el PEBD. El PEBD tiene una estructura ramificada,
parcialmente cristalina y es termoplastico, es fabricado bajo altas condiciones de presion y
temperatura mediante un proceso de polimerizacion por radicales libres. La polimerizacion del
etileno bajo estas condiciones produce un polimero ramificado que es en realidad una mezcla
de largas moléculas con columnas vertebrales de diferentes longitudes y cadenas ramificadas a
los lados (Quino, 2013).
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Figura 6. Moléculas ramificadas de PEBD.

El mayor uso del PEBD es en el sector del envase y empaque: bolsas, botellas
compresibles para pulverizar farmacos, envase industrial, laminaciones, pelicula para forro,
pelicula encogible y estirable, aislante para cables y conductores, tuberia conduit, pelicula para
invernadero, tuberia de riego y sistemas de irrigacion (Quino, 2013).

Permeabilidad de los Polimeros

El término cristalino es del dominio de la fisicoquimica, no tiene nada que ver con la
transparencia y se refiere al arreglo de 4tomos o moléculas de un cuerpo sdélido en una
configuracion regular, uniforme (cristal elemental) que se repite en toda la masa y es propia de
cada substancia. En el polietileno como en otros plasticos, se sabe que tiene un componente
amorfo, es en esta parte donde tiene lugar el fenomeno de la permeabilidad, esta condicion de
amorfo/cristalino del material se mide en porcentaje de cristalinidad, mientras mayor sea este, la
densidad sera mayor y menor la permeabilidad a los gases y vapor de agua, ya que existen

menos espacios en las zonas cristalinas (Delgado, 2009).

Las zonas amorfas por su arreglo al azar, contiene huecos que se abren y cierran debido

al movimiento natural de las moléculas, cuya magnitud depende de la temperatura y permiten el
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paso de 4&tomos o moléculas de los fluidos permeantes. Los factores que regulan el flujo de la
permeabilidad son entre otros, el tamafio de su molécula y la volatilidad. En la tabla 3 podemos
ver la permeabilidad de las peliculas plasticas mas comunes (Delgado, 2009).

Tabla 3. Permeabilidad de materiales plasticos.

Material CO. (cm?/24h/100) 02 (in?/mil)
LDPE 1967 445
HDPE 345 111
PVC sin aditivos 970 5-20
BOPP 150
PET 4.8-9
PA Nylon 6 160 0.02
PVDC 4 0.02
EOVH 0.01-1.15
EVA 515-545
lonémero 226-484
PTFE 16 6

Fuente: Modificado de Delgado, 2009

En esta tabla se puede comparar la permeabilidad del PEBD y la PA y se puede apreciar
gue el polietileno permite mayor cantidad de flujo tanto del oxigeno como del biéxido de carbono
(Delgado, 2009).

Envases Antimicrobianos

En la actualidad los envases tienen un rol muy importante en la conservacion, proteccion
y comercializacion de los alimentos, es por ello que se han desarrollado nuevas tecnologias que
puedan cubrir ciertas funciones que antes no se consideraban como parte del envase, un
ejemplo de esto son los envases activos, los cuales son capaces de tener una serie de
interacciones con el producto extendiendo la vida de anaquel, manteniendo su calidad y
mejorando la seguridad y atributos sensoriales. Los envases con agentes antimicrobianos son

un tipo de envase activo con una funcionalidad especifica en cuanto a la inhibicién o reduccion
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del crecimiento microbiano. Se pueden clasificar dependiendo de su funcién y el tipo de
antimicrobiano afadido. Este tipo de envases se puede aplicar para cualquier tipo de alimentos
como los cérnicos, lacteos o productos de panificacion (Sun Lee et al., 2008).

Los envases con antimicrobianos son un tipo de envase activo en el que el producto, el
envase y el ambiente interactian entre si para reducir o retardar el crecimiento microbiano con
el fin de prolongar la vida de anaquel, manteniendo la calidad y seguridad del producto (Sun
Lee et al., 2008).

Los envases antimicrobianos pueden ser efectivos para reducir las dificultades que trae
consigo la adiciéon de los agentes antimicrobianos directamente en el producto, incluyendo
pérdida de actividad por lixiviacién y reacciones con otros compuestos como lipidos y proteinas,
resultando una actividad antimicrobiana méas extensa durante toda la cadena de distribucion
(Jokan et al., 2009). Comparado con los objetivos convencionales de un envase de alimentos,
los envases activos con antimicrobianos especificamente disefiados para controlar el
crecimiento de los microorganismos que afectan directamente a la estabilidad del alimento, es
por ello que las principales funciones que un envase antimicrobiano debe cumplir son: inocuidad
de los alimentos, mantenimiento de la calidad y extension de la vida de anaquel del producto
(Ahvenainen, 2003).

Cuando los agentes antimicrobianos se afiaden como parte de la estructura del envase,
ademas de la proteccion de barrera basica que brindan los envases, también se pueden
alcanzar las siguientes tres propiedades: liberacion, absorcion e inmovilizacion. Los envases
antimicrobianos que tiene la funcion de liberar, permiten la migracion de los agentes
antimicrobianos del envase hacia el alimento o hacia el espacio de cabeza de los envases e
inhiben asi el crecimiento microbiano. Los sistemas de absorcion remueven los factores
esenciales para el crecimiento de los microorganismos e inhiben este. Los sistemas de
inmovilizacion no liberan agentes antimicrobianos, pero suprimen el crecimiento microbiano en
la superficie de contacto con el alimento, estos sistemas pueden ser menos efectivos en
alimentos sélidos que alimentos liquidos debido a que existe menor posibilidad de que todo el

alimento este en contacto con el envase (Ahvenainen, 2003).

Los agentes antimicrobianos pueden ser incorporados de manera directa en los

materiales de envase en forma de peliculas, recubrimientos, hojas, charolas y contenedores, o
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en los espacios disponibles en forma de insertos en las bolsas (Han, 2005). La figura 7 muestra
las diferentes posibilidades de incorporar los agentes antimicrobianos en los envases. Las
figuras A, B y E es la manera en que los antimicrobianos se liberan del envase hacia el alimento
con pequefias variaciones entre ellos (con o sin recubrimiento y directamente en una bolsa), las
figuras C y D son sistemas inmovilizadores en donde la superficie del alimento esta con
contacto con el antimicrobiano y finalmente la figura F son los agentes antimicrobianos en

peliculas listas para consumirse.

D E F

Figura 7. Posible manera de construir un envase antimicrobiano. A) Envase antimicrobiano
de liberacion. B) Envase antimicrobiano con recubrimiento convencional. C) Envase
antimicrobiano inmovilizador. D) Uso de antimicrobiano en charolas. E) Bolsas con
antimicrobianos. F) Peliculas comestibles. (Han, 2005).
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Agentes Antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos tienen diferentes propiedades y afectan a diferentes
microorganismos, es por ello que se tienen que caracterizar los mecanismos de accion de los
agentes antimicrobianos y clasificar para cada tipo de microorganismos. Ejemplo de criterios
para su clasificacion: requerimiento de oxigeno (aerobio y anaerobio), composicion celular
(Gram positivos y Gram negativos), etapas de crecimiento (esporas y células vegetales) y
temperatura optima de crecimiento (termdfilos, psicréfilos, psicotrofos, mesofilos). Ademas de
las caracteristicas microbianas, el mecanismo de accion antimicrobiano de los agentes es muy
importante para entender su eficacia, asi como sus limitaciones. Algunos agentes
antimicrobianos inhiben el metabolismo esencial de los microrganismos mientras que otros

alteran la estructura de las paredes de las células (Ahvenainen, 2003).

Los agentes antimicrobianos pueden ser bien compuestos sintéticos que se adicionan
intencionalmente a los alimentos o compuestos naturales que son sustancias de origen
biol6gico (también denominadas antimicrobianos naturales), que pueden usarse
comercialmente como aditivos para conservar alimentos, ademas de mostrar propiedades
antimicrobianas en los sistemas biol6gicos donde se encontraban originalmente (Lopez-Malo,
2000).

Agentes Antimicrobianos Inorganicos

Desde hace algunos afios, el uso de agentes antimicrobianos inorganicos en aplicaciones en la
industria alimentarias ha atraido mucho interés para el control de microorganismos. Las
investigaciones de los Ultimos afios han demostrado que los agentes antimicrobianos
inorganicos tienen ventajas claves en comparacion con los agentes organicos. Las ventajas
principales de los agentes inorganicos son su estabilidad quimica aun en altas temperaturas.
También han demostrado tener una mayor eficacia inhibiendo el crecimiento microbiano en
comparacion con otros compuestos (Hewitt et al., 2001; Makhluf et al., 2005). En la tabla 3 se

muestra ejemplos de agentes antimicrobianos inorganicos.
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Tabla 3. Agentes quimicos inorganicos con actividad antimicrobiana.

Agente inorganico antimicrobiano Ejemplo
Sales minerales Cobre
Zinc
Plata
Mercurio
Acidos Acido Borico

Acido Acético

Alcalis Hidréxido de sodio

Oxido de calcio

Oxidantes Agua oxigenada
lodo
Halogenados Cloro

Fuente: Makhluf et al., 2005

Las principales ventajas de los agentes antibacterianos inorganicos, en comparacion con
los agentes antibacterianos organicos, son la estabilidad mejorada bajo condiciones de
procesamiento severas. Actualmente, algunos de los materiales antibacterianos inorganicos, en
particular 6xidos de metales inorganicos, tales como TiO2, ZnO, MgO y CaO, se han estudiado.
Entre los 6xidos de metal inorganico estudiados, ZnO, MgO y CaO son de particular interés
debido a que no so6lo son estables bajo condiciones de procesos a altas temperaturas, pero
también considerados generalmente como materiales seguros para los seres humanos (Makhluf
et al., 2005).

Nanoparticulas de Oxido de Magnesio (MgO)

La nanotecnologia puede definirse como la tecnologia basada en el estudio y la manipulacion
de la materia en un rango de dimensiones muy pequefio, la nanoescala, la cual en el lenguaje
de la nanociencia se define usualmente entre 1 y 100 nm. Para tener una idea de las
dimensiones a las que se hace referencia en nanotecnologia se debe considerar que, una

esfera con un diametro de 20 nm es mucho méas grande que un atomo, una molécula, el ADN o
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una proteina, sin embargo, esa misma esfera es mucho méas pequefia que un virus promedio,

una bacteria o que el nucleo de una célula humana (Hullmann 2006; Frejo et al., 2011).

La importancia de la nanotecnologia radica en que las propiedades quimicas y fisicas de
la materia a nivel nanométrico difieren de las propiedades de la materia a escalas mayores, ya
gue a medida que el tamafio de particula disminuye, aumenta su area de contacto y por lo tanto
permite una mayor interaccién de las particulas (Nel et al., 2006). El caso mas activo seria a

nivel nanoparticula.

De acuerdo con el reciente informe conjunto entre la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas para los Alimentos y Agricultura (FAO, Food
and Agriculture Organization), emitido en el 2011, la industria y la ciencia han reconocido el
potencial de la nanotecnologia en la produccién de alimentos y en el sector agropecuario. Sin
embargo, debido a los conocimientos limitados que se tienen de los efectos de estas
aplicaciones sobre la salud humana, las partes interesadas reconocen la necesidad de
considerar oportunamente las consecuencias de la tecnologia para garantizar la inocuidad de
los alimentos (OMS y FAO 2011; Maynard y Warheit 2011).

Recientemente, la nanociencia y la nanotecnologia ha estado al frente de una revolucion
tecnolégica en el mundo, que se ocupa de los materiales con novedosos y mejorados
significativamente las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas (Wani y Shah, 2012). En este
sentido, las nanoparticulas son reconocidas como agentes antibacterianos debido a sus
propiedades de tamafio, la estructura y la superficie. Por lo tanto, la nanotecnologia ofrece una
manera de mejorar la actividad de los agentes antibacterianos inorganicos. Las nanoparticulas
de 6xido de metal, tal como ZnO, MgO y CaO han sido investigados como agentes

antibacterianos inorganicos (Tang et al., 2012).

El MgO es ampliamente utilizado para la catélisis, la remediacion de residuos toxicos y la
accion antibacteriana debido a los defectos superficiales bien definidos de su estructura, que
incluye iones de bajo coordinado y vacantes. EI MgO puede absorber algunos gases organicos

y residuos ionicos (Di et al., 2012).

Algunas de las ventajas de utilizar las nanoparticulas de MgO son que este compuesto

no es toxico si se consume, ya que se puede utilizar como un suplemento dietario en forma de
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MgO y MgOH, puede soportar altas temperaturas, es de bajo costo y sobre todo que tiene una
alta actividad antimicrobiana. EI Mg es muy importante para que el cuerpo humano cumpla con
muchas de sus funciones bioldgicas vitales como regular la presion arterial. Recientemente, las
nanoparticulas de MgO se han mostrado prometedores para su aplicacion en el tratamiento de
tumores (Bertinetti et al., 2009; Boubeta et al., 2010).

Las nanoparticulas MgO también tienen un potencial considerable como un agente
antimicrobiano. Zhen y Bin (2014), demostraron que las nanoparticulas de MgO tienen una
buena actividad antibacteriana contra S. aureus y E. coli, de igual forma contra hongos como A.
nigger. Ademas, reportaron que las nanoparticulas de MgO tienen una mayor actividad

antimicrobiana contra bacterias Gram positivas.

Las propiedades antimicrobianas del MgO se mejoran alin mas cuando las particulas de
MgO se hacen mas pequefias debido a que el area de contacto entre las moléculas de este

compuesto y de las bacterias es mayor (Di et al., 2012).

Agentes Antimicrobianos Organicos

El principal objetivo del procesamiento de alimentos es proveer bienestar al ser humano por
medio de alimentos seguros, nutricionalmente adecuados y cubrir las expectativas de sabor,
aroma, apariencia y mayor comodidad. Es por esto el deseo de la sociedad moderna de
consumir alimentos frescos, por lo que ha incrementado la popularidad de los alimentos
“minimamente o parcialmente procesados”. Este tipo de alimentos siguen los pasos minimos de
preparacion, tratando de cambiar lo menos posible las cualidades de “alimento fresco” en la
medida que sea posible, pero al mismo tiempo haciéndolo un alimento seguro y con una vida de

anaguel suficiente para su transporte hasta el consumidor (Alzamora, 1997).

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana. En
estado natural, estos compuestos pueden desempefar el papel de prolongadores de la vida (til
de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido estudiados por su potencial como
antimicrobianos alimentarios directos. El uso de aditivos alimentarios de origen natural implica el
aislamiento, purificacion, estabilizacion e incorporacion de dichos compuestos a los alimentos
con fines antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente a las caracteristicas sensoriales,

nutritivas y a su garantia sanitaria. Esto tiene que lograrse manteniendo los costos de
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formulacion, procesamiento o comercializacion. Los sistemas antimicrobianos naturales pueden

clasificarse por su origen (Beuchat, 2001):

 Origen animal, incluye proteinas, enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas tales como

lipasas y proteasas y polisacaridos como el quitosan.

» Origen vegetal, incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores,

acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas.

* Origen microbiano, incluye compuestos producidos por microorganismos.

Dia a dia se estd aumentando el uso de antimicrobianos naturales en la Unién Europea,
los cuales refuerzan la seguridad en los alimentos y prolongan la vida util de estos frente a las
bacterias, hongos y virus. El apio, la almendra, el café y el ardndano contienen antimicrobianos

naturales que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos (Beuchat, 2001).

Muchas hierbas y “especias” (Tabla 4) contienen aceites esenciales que son
antimicrobianos: se menciona que cerca de 80 productos de origen vegetal contiene alto niveles
de antimicrobianos con uso potencial en alimentos, por ejemplo: clavo, ajo, cebolla, salvia,

romero, cilantro, perejil, orégano, mostaza y vainilla entre otros (Ismaiel y Pierson, 1990).

Tabla 4. Plantas utilizadas como saborizantes en alimentos y con actividad antimicrobiana.

Plantas utilizadas como saborizantes y con actividad antimicrobiana

Ajedrea Canela Eneldo Perejil
Ajo Cardamomo Jengibre Pimienta
Albahaca Cebollines Laurel Romero
Alcaravea Cilantro Menta Té limoén

Anis Clavo Mostaza Tomillo
Azafran Comino Nuez moscada Vainilla

Fuente: Lépez-Malo, 2000
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Desde la antigiedad, la gente ha utlizado las plantas para el tratamiento de
enfermedades infecciosas comunes, y algunos de ellos se han integrado como una cura para
diversas patologias. Yuca (Yucca baccata) fue una de las plantas que se utilizaron como un
importante recurso natural por los indios del sudoeste de Estados Unidos, México y América
Latina desde hace miles de afios contra la artritis, fiebre, dolores de cabeza, Ulceras, y la
apendicitis (Quihui-Cota, el al. 2014).

Yuca (Yucca baccata)

Las plantas pertenecientes al género yuca son aproximadamente 40 especies. La yuca es una
planta perenee, suculenta, arbustiva y de hojas ascendentes. Su fruto puede ser carnoso o
seco, siendo consumido de diversas formas por los pueblos indigenas (Guillot D. y Van der
Meer, 2009).

La yuca (Yucca baccata) es una plata proveniente de la familia de las agavaceas, se
puede encontrar en el desierto de California, Utah, Texas, Sonora y Chihuahua. Desde 1930 se
utiliza el jugo de esta planta como conservador de alimentos de forma artesanal (Groen, 2014).
La palabra baccata significa “fructificaron”, haciendo referencia a los grandes frutos de la planta.

Estas plantas florecen aproximadamente, una vez al afio entre abril y mayo (Smith, 2004).

El principal uso que se le da en la actualidad a esta planta es de jardineria, pero en los
ultimos afios en los lugares de origen se les ha encontrado otros usos para darle un valor
agregado a dicha planta, por ejemplo, como alimento, material para elaborar cuerdas y
canastas y también como detergentes debido a que contiene tubérculos muy ricos en saponinas
(Quihui-Cota, el al. 2014).

En el estudio realizado por Quihui-cota et al., (2014) se encontré que un extracto
proveniente del tallo de Yucca baccata esta constituido principalmente por alcaloides, saponinas
y demas compuestos involucrados con la actividad antimicrobiana, ademas demostré que el

extracto tenia actividad antiparasitaria.

Las saponinas son compuestos que constituyen parte de las defensas naturales de las
plantas (Apablaza et al.,2002). Son sustancias de sabor amargo localizadas principalmente en

el epispermo de granos, en tallos y otras partes de plantas como quinoa o la yuca (Lonzano et
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al.,2012). El mecanismo de la actividad antimicrobiana de las saponinas no se ha logrado
descifrar por completo. Sin embargo, existen mecanismos propuestos como el de la lisis celular,
debido a su estructura quimica que es capaz de interactuar con los lipidos de la membrana,
creando poros, (Jie-Lun et al.,2012 y Pereo, 2015). Las bacterias Gram positivas,
aparentemente, son inhibidas eficazmente mientras que las Gram negativas son poco

afectadas.

La actividad antimicrobiana de las saponinas depende de la aglicona y los azlcares unidos a
estd. Uno de los mecanismos de accion propuestos para el efecto inhibitorio de las saponinas
es debido a su capacidad surfactante, es capaz de interactuar con los lipidos de las membranas
celulares (colesterol en las eucariotas), volviéndola porosa y provocando la lisis celular. Para el
caso de las procariotas, como las bacterias Gram negativas, el mecanismo de accion propuesto
es la interaccion de las saponinas con los lipidos que se encuentran presentes en la pared
celular, formando parte de los lipopolisacaridos. Estas interacciones lipido-saponina ocasionan
la lisis celular (Arabski et al., 2012).
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METODOLOGIA

Las peliculas aditivadas con un compuesto inorganico (Nanoaditivos Inorganicos) fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Envases del Centro de Investigacion en Alimentos y
Desarrollo A. C. (CIAD). Las peliculas fueron procesadas en un extrusor-soplo con 3% de
nanoparticulas de MgO en polvo (No. CAS 1309-48-4, pureza al 99%, de US Research
Nanomaterials, Inc. (Houston, TX. EUA) con resinas de PA (Ultramid) y de PEBD (Certene,
Muehlstein).

Las peliculas aditivadas con un extracto organico (tallo de Yucca baccata) fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Nutricion del Centro de Investigacion en Alimentos y
Desarrollo A. C. (CIAD). Las peliculas fueron procesadas en un extrusor-soplo con 5% del
extracto de tallo de yuca (ETY) en polvo fino de color café. Utilizando una resina de PEBD
(Certene, Muehlstein).

Para las pruebas antimicrobianas se usé el agar Triptona-Extracto de levadura (Difco-
Sparks, EUA) como medio de cultivo y para hacer las diluciones se us6 agua peptonada (buffer)
al 0.1 %.

Caracterizacion de las Peliculas

Medicion de Espesor

El espesor de las peliculas se evalu6 con un micrémetro (DTT E.J., Cady y CO), realizando 30

mediciones en cada pelicula, reportdndose en mils (milésima parte de una pulgada).

Analisis de Color

Se midié el color a las peliculas aditivadas (PA y PEBD), en 20 puntos diferentes de la
superficie de la pelicula, con el colorimetro (KONICA MINOLTA, modelo CR-300, Chiyoda,
Japdn), usando las variables L*, a* y b* donde L* indicar4 la luminosidad, a* y b* son las
coordenadas de cromaticidad. El parametro a* toma valores positivos para tonos rojizos y
valores negativos para tonos verdes mientras que para b* las tonalidades amarillas dan valores

positivos y los tonos azules, negativos. Se utilizé un fondo blanco para realizar las mediciones
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en las peliculas, el cambio de color de las peliculas se corrigié restando el valor del fondo
blanco empleado, obteniendo asi las diferencias de las variables L*, a* y b* (AL*, Aa* y Ab*)que
correspondieron al color de las peliculas.

Estos valores se utilizaron para calcular la diferencia total de color (AE) usando la
formula; AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]°5. Los valores de AL*, Aa* y Ab*, se calcularon con la

diferencia entre las peliculas aditivadas y las peliculas testigos.

Analisis de Transparencia

Se evalué la transparencia de las peliculas aditivadas (PA y PEBD) realizando un barrido en el
espectro UV Visible en el espectrofotbmetro (Varian Cary 50 Bio, Mulgrave, victoria Australia).
Se registraron los datos de transmitancia a longitudes de onda de 200 hasta 800 nm. Se cort6 la
pelicula de un tamafio aproximado al de una celda (1 x 4 cm), y se utiliz6 como blanco las
peliculas testigos.

Obtencion de la Carne

Se adquirio pulpa larga de res molida (semimembranosus) de un comercio local de la ciudad de
Hermosillo, Sonora. La pieza de carne se molié en tres ocasiones en un molino industrial propio
de la sucursal para asegurar su homogenizacion. Se coloc6 en una hielera y fue transportada al

Laboratorio de Envases (CIAD).

Evaluaciéon de la Actividad Antimicrobiana de las Peliculas con Nanoaditivos

Inorganicos

Envasado de la Carne

Se fabricaron bolsas por cada pelicula procesada (PA testigo, PA + MgO, PEBD testigo, PEBD
+ MgO). Las medidas de las bolsas de PA fue de 23 x 4 cm y las de PEBD 18 x 5.5 cm. Se le
agregaron 100 gr de carne a cada bolsa y se sellaron cuidando de que la pelicula estuviera en
contacto directo con el alimento. Se almacenaron a una temperatura de 4 + 2 °C por 5 dias. La

Figura 8 muestra el plan del muestreo ambos dias.
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Almacenamiento de Muestra

' Y ' Ty
PA PA
L v L vy
5
' Y ' Ty
PEBD PEBD
L v L vy
Bolsas testigo con 100 g de Bolsas + MgO con 100 g de
muestra. muestra.

Figura 8. Disefio del experimento de evaluacion de la actividad
antimicrobiana de dos envases aditivados con 3% nanoparticulas
de MgO.

Andlisis Microbioldgico

Durante el almacenamiento se monitored la cuenta total de bacterias mesodfilas aerobias
(CTBMA). Para la preparacion y dilucion de la muestra se usé la técnica establecida en la NOM-
110-SSA1-1994 y para la CTBMA se uso la NOM-092-SSA1-1994. Se tomaron muestras el dia
0 antes de envasar y posteriormente el dia 5. El andlisis de la carne contenida en cada bolsa se
hizo por triplicado. La Figura 9 muestra el diagrama de como se realizé el analisis

microbioldgico.

Los resultados se reportaron en UFC/g para cada muestra de carne contenida en las
bolsas. Se compararon los resultados del alimento envasado en las bolsas testigos y bolsas con
el aditivo antimicrobiano inorganico.
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Bolsaconla Se realizaron diluciones en tubos con

muestra 9ml de soluciéndiluyente hastala-10
almacenada
1mL 1mL 1mL 1mL
10gde -_—> -_—> — —
muestra
10 102 103 10+ 10+

Se homogenizé
con 90 mL de

U ool Vb
BCEE= =

Se depositd un 1 mL de cada dilucion en cajas Petri
estériles pordilucién, se hizo por duplicado cada dilucion

Se adiciondéde 15a

20 mL de agar
crAVASISISISIS)
levadura fundido y j

enfriado a 45°C

Se incubo las Se contaron las

)
pacaren placas que
posicion invertida A tengan entre 25
Homogenizé _— P 0 d a250 coloniasy
la muestra 48+2h/35+2°C w se reportara

como UFC/ g

Figura 9. Determinacién de CTBMA en cada muestreo del alimento en contacto con
las bolsas testigo y con nanoparticulas MgO.

Acidez Titulable

Se tomaron 10 g de carne de las mismas bolsas a las que se les analiz6 CTBMA, los cuales se
licuaron por un minuto en 200 mL de agua destilada, posteriormente se filtr6 para retirar el tejido
conectivo, el filtrado se aforé a 250 mL con agua destilada, se tomé una alicuota de 25 mL y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se le adicionaron 75 mL de agua destilada y
tres gotas de fenolftaleina, esto se titul6 con NaOH 0.1 N hasta el vire a un color rosa. También
se titulé un blanco con 100 ml de agua destilada y tres gotas de fenolftaleina. Los resultados se
expresaron en mL de NaOH gastado. Para obtener una comparacioén con estudios previos se

realizo la conversion de los mililitros gastados de NaOH a mEq se utilizo la siguiente formula.

myg .
mEq = —— X valencia
Peso atomico

50



Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana de las Peliculas con aditivo organico

Envasado de la carne

Se elaboraron 12 bolsas por cada pelicula procesada, las medidas de las bolsas testigo fue de
8.5 x 7 cm y las de las bolsas con ETY fue de 10 x 6 cm, donde se le agregaron 50 gr de
alimento a cada bolsa, se sellaron cuidando que toda la pelicula estuviera en contacto directo
con la carne, a cada bolsa se le hizo un orificio de 500 um de didmetro en la parte central de la
bolsa para que el oxigeno fluyera de igual manera en todas las bolsas. Se almacenaron a una
temperatura de 4 £ 2 °C, tomandose los muestreos los dias 0, 3, 6, 8 y 10 de la carne envasada
en ambas peliculas (PEBD testigo y PEBD + Yuca) para la determinacion de CTBMA. En el dia
0 se tomé la muestra previa al envasado, el resto de los dias del muestreo se realizé por
triplicado (3 bolsas). El andlisis de cada bolsa se hizo por duplicado. La Figura 10 explica el plan

del muestreo por los 10 dias.

T/ Dias Almacenamiento de Muestra

B
]
B
]
L]

Bolsas testigo PEBD con 50 g de Bolsas PEBD + ETY con 50 g de
muestra. muestra.

Figura 10. Disefio del experimento de evaluacion de la actividad
antimicrobiana de un envase aditivado con 5% de ETY.
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Analisis Microbiologico

Durante el almacenamiento se monitoreé la CTBMA utilizando las mismas normas que se
mencionaron en la seccion del andlisis del envase con nanoaditivo inorganico, la figura 9 muestra
el diagrama de cémo se realizd el andlisis microbioldgico. Los resultados se expresaron en
UFCl/g.

Para los resultados de microbiologia se compard las UFC/g por separado para cada
pelicula. Estos datos resultaron de las cuentas del alimento envasado en las bolsas testigos y

bolsas con el aditivo antimicrobiano orgéanico.

Medicién de pH

Se tomaron 2 g de muestra de las mismas bolsas a las que se les realiz6 el andlisis de CTBMA,
se le agregaron 18 mL de agua destilada, y se colocaron en una placa de agitacion y en
movimiento, a esta solucion se le midi6 el potencial de hidrégeno (pH) con un potenciémetro
(Mettler Toledo five Easy FE20, Schwerzenbach, Suiza).

Los resultados se graficaron contra los dias de almacenamiento, estos datos fueron el
resultado del promedio de las tres mediciones que se les realiz6 a la muestra de carne de cada

envase los dias 0, 3, 6, 8 y 10 de almacenamiento.

Analisis de Color de la Carne

Durante el almacenamiento se midio color (a*) en las muestras de carne del envase (PA y PEBD)
por triplicado con el colorimetro (KONICA MINOLTA, modelo CR-300, Chiyoda, Japén), en 10
puntos diferentes de la superficie de la carne, diariamente 8 dias para el caso de las peliculas con
el aditivo inorgénico y 10 dias en el caso del aditivo orgénico. Los resultados de los 10 puntos se
promediaron y se graficaron contra los dias de almacenamiento para cada réplica. Se analizo el
comportamiento y las diferencias de las bolsas con aditivo y sus testigos para concluir si hubo

efecto de las bolsas con el agente antimicrobiano organico en el color de la carne.
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Analisis Estadisticos

Los variables respuesta evaluados en la caracterizacion de las peliculas fueron:

* Espesor donde se promediaron 30 repeticiones por pelicula evaluada.

« Diferencia total del color de las peliculas donde se promediaron 20 repeticiones por pelicula

evaluada.

* Transparencia donde se promediaron 10 repeticiones por pelicula evaluada.

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas con nanoaditivos
inorganicos, se elabord el analisis por triplicado y se compararon las UFC/g de la pelicula
testigo con las aditivadas con el compuesto antimicrobiano inorganico, y en el caso de la acidez
titulable, se compararon los mL de NaOH gastados por la carne almacenada en las peliculas
testigos contra los mL gastados por la carne almacenada en las peliculas aditivadas con las
nanoparticulas de MgO.

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas con aditivo organico, se
elaboré el andlisis por triplicado y se compararon las UFC/g de la pelicula testigo con las
adicionadas con el compuesto antimicrobiano organico, y en el caso de la medicion de pH se
compararon el pH de la carne almacenada en las peliculas testigos con el pH de la carne

almacenada en las peliculas aditivadas con el ETY.

Para el andlisis de color, se utilizé6 un triplicado de cada pelicula, determinando el
promedio de 30 repeticiones por pelicula cada dia de almacenamiento, y se comparo el color de
la carne (a) de las peliculas testigo con la carne de las peliculas aditivadas para cada dia de

almacenamiento.

En todos los casos se realiz6 un andlisis de varianza (p<0.05) donde se comparé cada

una de las peliculas con sus respectivos testigos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las Peliculas con Nanoaditivos Inorganico y Organico

Medicion de Espesor

Los resultados de espesor de las tres peliculas con sus testigos se muestras en la tabla 5,
donde se aprecia que la adicidon que los aditivos provoca un aumento en el espesor de las tres
peliculas. En el caso de las peliculas de PA se sobrestimo el espesor debido a que en el
momento que fueron procesas las peliculas no lograron una buena homogenizacién y las
peliculas quedaron con aglomeraciones, las peliculas de PEBD con MgO al ser comparadas
con las peliculas de PA tuvieron una menor cantidad aglomeraciones, por lo que se puede

concluir que se tuvo una mejor homogenizacion al fabricarlas.

Tabla 5. Espesor de peliculas utilizadas en este trabajo y sus testigos expresadas en mils

(milésima parte de una pulgada).

Pelicula Espesor (mils)
PA + MgO 7.64+1.24
T-PA 4.04+1.11
PEBD + MgO 1.18 £ 0.27
T-PEBD MgO 0.98 + 0.09
PEBD + ETY 1.63 +£0.27
T-PEBD ETY 1.35+0.25

Es importante conocer el espesor de las peliculas para poder estimar la transmision del
oxigeno que entra al envase, Graciano et al. (2006) reportaron que una pelicula de PEBD con
un espesor de 1 mil tiene una velocidad de transmisiéon al oxigeno de 8,128 cm®m? dia,
calculando segun el espesor de las peliculas de PEBD con ETY, la pelicula con el aditivo debié
tener una velocidad de transmisién al oxigeno de 4,987 cm®/m? dia, mientras que la del testigo
fue de 6,021 cm®/m? dia, Considerando la diferencia y el efecto que esta podria tener en el

crecimiento de bacterias aerébicas, se realiz6é un orificio en la parte central de cada bolsa. Cabe
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sefialar que, en el experimento anterior, en el que se utilizaron las bolsas con aditivo inorganico
no se tomé la precaucién de homologar los niveles de oxigeno dentro de los envases activos y

sus testigos.

Analisis de Color

Se pudo apreciar que mediante inspeccién visual el color de las peliculas fue muy parecido
entre los diferentes tratamientos, como se muestra en las Figuras 11 ,12 y 13. El color objetivo y

la diferencia de color de las peliculas se muestran en Tabla 6.

Figura 11.Testigo de la pelicula de Poliamida (T-PA) y pelicula de poliamida con
nanoparticulas de MgO (PA + MgO).
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Figura 12.Testigo de la pelicula de polietileno de baja densidad con MgO
(T-PEBD MgO), pelicula polietileno de baja densidad con nanoparticulas MgO
(PEBD + MgO).

Figura 13.Testigo de la pelicula de polietileno de baja densidad con extracto
de tallo de yuca (T-PEBD ETY), Polietileno de baja densidad con extracto de tallo
de yuca (PEBD + ETY).
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Tabla 6. Diferencia total de color (AE) de peliculas de PA'y PEBD.

Pelicula L* a* b* AE
PA + MgO 0.76 £ 0.48 0.07 £0.10 -0.25 £ 0.08 0.31
T-PA 0.99 £ 0.48 -0.07 £ 0.10 -0.12 £ 0.06 -
PEBD + MgO 0.53+0.16 -0.03 +0.06 -0.10 £ 0.04 0.23
T-PEBD MgO 0.47 £0.17 -0.09 £+ 0.04 0.11 + 0.04 -
PEBD + ETY 2.83+0.53 0.46 £ 0.10 -5.55 £ 0.82 6.16
T-PEBD ETY 0.57+0.24 -0.05 + 0.06 0.16 £ 0.05 -

En el caso de las peliculas con MgO las dos tuvieron un AE muy cercano a 0 que fue
similar al resultado que report6 Manzanarez et al. (2011), ellos fabricaron una pelicula de PLA
que le adicionaron alfa-tocoferol (amarillo) y tuvieron un AE de 0.54. La pelicula con ETY tuvo
un AE 27 veces mayor comparandolo con el de las peliculas con MgO, pero comparandolo con
los resultados de Colin et al. (2012) donde fabricaron una pelicula PEBD con extracto de
cempasuchil (anaranjado) y obtuvieron un AE 95.8, se pudo comprender que AE obtenido en

las peliculas con ETY no fue tan elevado.

Los valores de a* indican que los envases con ETY tienen una ligera tonalidad roja, por
otra parte, los valores en b* indicaron una ligera tonalidad azul, sin embargo, los valores
encontrados son muy cercanos a cero, que es donde predomina el color gris. De igual forma,
estos valores indicaron que las peliculas, a excepcién de la pelicula de PEBD + ETY, fueron
transparentes. El valor en L* indica la capacidad del envase para reflejar la luz, en donde se
observé que la pelicula de PEBD + ETY aumento minimamente la capacidad de reflexién de la

luz.

Andlisis de Transparencia

Se hizo un barrido de 200 a 800 nm para conocer la cantidad de luz que atravesaba por cada
una de las peliculas elaboradas. En el caso de la PA la pelicula testigo conservd una
transmitancia del 80% en la seccion visible del espectro electromagnético de 800 a los 300 nm,
mientras tanto que la pelicula de PA con MgO tuvo una transmitancia del 50% de los 800 a los
380 nm (Figura 14).
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Figura 14. Transmitancia de las peliculas de PA aditivadas con nanoparticulas
de MgO

Para el caso de las peliculas de PEBD con MgO tuvieron un resultado similar, el testigo
mantuvo una transmitancia del 80 % desde los 800 a los 220 nm, mientras que la pelicula
aditivada con MgO tuvo alrededor del 70 % desde los 800 a los 220 nm (Figura 15). En el caso
de las peliculas de PEBD con ETY también expresaron resultados similares, la pelicula testigo
tuvo un resultado de 80 % de transmitancia desde los 800 a 250 nm, mientras con la pelicula
con ETY tuvo una transmitancia del 50% a los 400 nm y aument6 hasta un 65% al llegar a los
800 nm (Figura 16).
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Figura 15. Transmitancia de las peliculas de PEBD con NPs de MgO.

Como se puedo observar en el caso de las tres peliculas la adicién del compuesto ha
contribuido a la disminucién del porcentaje de transmitancia, por lo tanto, las peliculas

aditivadas permiten el paso de la luz en menor cantidad que las peliculas testigo.

100+ Testigo-PEBD ETY
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T T 1
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Figura 16. Transmitancia de las peliculas de PEBD con ETY.
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La mayor afectacién de los aditivos en la transparencia se observd en la region
ultravioleta, lo cual puede considerarse conveniente porque es la radiacion que mas afecta

negativamente a los componentes de los alimentos.

Estos resultados concuerdan con Colin et. al., 2012, en donde se evalud la capacidad
del paso de la luz de envases fabricados de polietileno con un extracto de Marigold (Tagetes
erecta), obteniendo, de igual forma que en el presente trabajo, una disminucion en el porcentaje

de transmitancia debido a la adicién del aditivo.

Evaluaciéon de la Actividad Antimicrobiana de las Peliculas con Nanoaditivos

Inorganicos

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las peliculas se muestra en la tabla 7 que
contiene los resultados de CTBMA obtenidas en la carne envasada en las peliculas con
nanoaditivo inorganico. La cantidad inicial de bacterias de la carne (tiempo 0) arrojé resultado
de 51 000 + 4 000 UFC/g, el cual esta dentro de lo permitido por la NOM-034-SSA1-1993, que
establece que los limites maximos de mesdfilos aerobios para carne de res es de 5 000 000
UFC/g. A los cinco dias de almacenamiento a 4°C la carne en contacto con las bolsas de PA
testigo y aditivada mostraron 495 000 y 765 000 UFC/g, respectivamente. En cambio, la carne
en contacto con las bolsas de PEBD testigo y aditivada alcanzaron niveles de 1600000 y
1550000 UFC/g, respectivamente.

Tabla 7. Cantidad de bacterias meséfilas aerobias expresado en UFC/g en carne molida de res

almacenada por cinco dias a 4°C en dos distintos tratamientos.

Tratamiento UFClg
Dia 0 51 000 = 4 000
PA-Tes 495 000 + 5 0002
] PA+MgO 765 000 + 5 000°
Dia 5 PEBD-Tes 1 600 000 + 300 000°
PEBD+MgO 1 550 000 + 150 000 °

*Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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Estos resultados demuestran que en el caso del tratamiento con PEBD no existe
diferencia significativa entre el testigo y el que contiene MgO, pero en el caso de la PA si
existi6 diferencia significativa (p<0.05), donde el resultado de la pelicula con MgO fue
mayor que las de la pelicula testigo. Estos resultados pudieron ser debido a varios
factores, por ejemplo, las bosas que contenia MgO es probable que permitiera el paso de
oxigeno en una cantidad mayor que la testigo y por ser aerébicas se reprodujeron a mayor

velocidad.

Con la intencion de relacionar los resultados de actividad antimicrobiana con la
acidez, se determiné la acidez titulable a las mismas muestras que se les determino
CTBMA. La carne al tiempo 0 gast6 1.35 + 0 mL de NaOH 0.086 N por g de muestra.
Keeton y Melton (1978) reportaron que ellos gastaban 1.4 mL de NaOH 0.1 N por cada
dos gramos de carne, considerando que la normalidad de su NaOH es 1.16 veces mas
concentrado al que se usé en el presente estudio, aun asi, la acidez de la carne utilizada

en el presente trabajo fue 1.75 veces mas acida que la de ellos.

En otro estudio hecho por Melton et al. (1982) donde también analizaron la acidez
en carne de res, ellos reportaban 1.06 mEq H+ por cada 10 g de muestra. El presente
trabajo present6 un valor de acidez de 1.15 mEq por cada 10 g de muestra. Comparando
este resultado con Melton y col. (1982) la acidez de la carne del presente estudio fue 1.08
veces mas acida, lo cual se puede atribuir a varios factores que influyen en la acidez de la
carne como la alimentacion del ganado, la raza, la forma en la que se sacrificé el animal y

otro factor importante es que parte del musculo se tomé la muestra de carne.

Los resultados para el dia 5 se muestran en la tabla 8 donde se puede ver un
aumento de acidez 1.4 veces mas que el analisis realizado el dia 0. Para la carne
envasada en bolsas de PA no se ve una diferencia significativa en la acidez de la carne
con la que estuvo al contacto, a diferencia de los resultados de microbiologia donde se

aprecio lo contrario y si hubo diferencia en las peliculas de PA.
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Tabla 8. Acidez titulable en carne molida de res almacenada por 5 dias a 4°C en dos distintos

tratamientos.

Tratamiento mL de NaOH 0.086N
Dia 0 1.35+0
PA-Tes 1.88 + 0.0432
PA+MgO 1.88 £+ 0.082
Dia 5
PEBD-Tes 1.93 + 0.066°
PEBD+MgO 1.81 +0.0152

*Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.05)

En el caso de la carne envasada en peliculas de PEBD se puede ver que la carne que
estuvo en contacto con las peliculas de PEBD con MgO tuvo 6.21 % menos acidez que la carne
de las bolsas testigo, donde también se observa lo contrario a los resultados del analisis
microbioldgico ya que aqui si se aprecia una diferencia significativa (p<0.05) a lo contrario de
los resultados microbiologias donde no hubo diferencia en los resultados de las peliculas de
PEBD.

Determinacién de Color en la Carne Contenida en las Peliculas Aditivadas con

Nanoparticulas de MgO

En la determinacién de color en la carne que estuvo en contacto con las peliculas se encontrd
gue el parametro a* tuvo un comportamiento similar en la carne envasada en ambas peliculas
gue tienen MgO con sus testigos, pero un comportamiento diferente entre las dos peliculas(PA
y PEBD), esto se debid probablemente a la permeabilidad de los polimeros, ya que el PEBD es
permeable al oxigeno por lo que la pérdida de color rojo de la carne ocurre de manera normal
en peliculas de PEBD, ya que la oximioglobina (OMb) se oxida a metamioglobina (MMb), en la
Figura 17 y 18 se puede apreciar los cambios de color de la carne almacenada en bolsas de
PEBD. En la Figura 1 se muestran las reacciones de mioglobina en la carne y los cambios de

color.
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Peliculas de PEBD con Nanoparticulas de MgO

25
20

15

a*

10

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias de Almacenamiento (4°C)

«==@==T-PEBD MgO  ==@==PEBD + MgO

Figura 17. Color de la carne (a*) almacenada en peliculas de PEBD con MgO
durante 8 dias a 4 °C.

PEBD +
MgO

T-PEBD

Figura 18. Color de la carne (a*) almacenada en peliculas de PEBD con nanoparticulas
de MgO a4 °Clos dias 0, 2, 5y 8 (de izquierda a derecha en la fotografia).

Para el caso de las peliculas de PA ocurre una desoxigenacion rapida de la OMb a
deoximioglobina (DMb), en la figura 19 y 20 se puede apreciar el cambio de color rojo a café de
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la carne en el lapso de un dia, posteriormente se observdé como el color rojo fue regresando a la
carne, esto debido a que la PA tiene baja velocidad de transmision al oxigeno cuando esta
seca, como se ve en la tabla 4, pero con el paso del tiempo la permeabilidad de la PA al
oxigeno va incrementando debido a que PA va adquiriendo humedad, por lo que la carne se va
oxigenando y regresando a su color inicial.

Peliculas de PA con NPS de MgO

16
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a*

oON B O

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias de Almacenamento (4°C)

—@—T-PA =@=PA +MgO

Figura 19. Color de la carne (a*) almacenada en peliculas de PA con MgO

por 8 dias a 4 °C.

Figura 20. Color de la carne (a*) almacenada en peliculas de PA con MgO a 4 °C los
dias 0, 3, 5y 8 (de izquierda a derecha en la fotografia).
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Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana de las Peliculas con aditivo organico

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas con ETY se muestra en la Tabla 9.
La cantidad inicial de bacterias (tiempo 0) fue de 540 000 + 44 000 UFC/g, el cual esta dentro
de lo permitido por la norma ya mencionada. El almacenamiento fue durante 10 dias. En la tabla
se puede apreciar que desde el dia tres se presentd una diferencia entre los dos tipos de
pelicula donde se observa 1.65 veces mas crecimiento de las bacterias meséfilas aerobias en la
carne almacenada en las bolsas testigo que en las bolsas fabricadas por la pelicula aditivada
con ETY.

En el dia 6 del almacenamiento de la carne de las bolsas testigos ya habian pasado los
limites de la norma antes mencionada y la cuenta de la carne almacenada en bolsas aditivadas
con ETY auln estaban por debajo, pero a pesar de eso los andlisis estadisticos demostraron que

no existe diferencia significativa entre los dos tratamientos en este dia.

Tabla 9. Cantidad de bacterias mesofilas aerobias expresado en UFC/g en carne molida de res
almacenada por 10 dias a 4°C en contacto con las peliculas de PEBD con ETY.

UFClg
Dia T-PEBD ETY PEBD + ETY
0 540 000 + 44 000
3 4 300 000 + 470 0007 2 600 000 + 230 0008
6 6 800 000 + 1 800 000* 4 200 000 + 250 000*
8 22 000 000 + 15 000 000* 4 600 000 + 780 0008
10 39 000 000 + 10 000 000* 7 600 000 + 3 900 0008

*Valores con la misma letra en la fila son estadisticamente iguales (p<0.05)

En cambio, para el dia 8 de almacenamiento la carne de las bolsas testigos tenian 4.8
veces mayor crecimiento de bacterias que la carne de las bolas con ETY y los resultados
sefialan que en las tres bolsas testigo tenian un coeficiente de variacion (C.V.) de 69.4, esto se
pudo deber a la alta cantidad bacteriana en ellas y como se fueron desarrollando de una
manera distinta. En cambio, los resultados de las bolsas con ETY seguian por debajo de la

norma y con un C.V. de 16.9 que es mucho menor comparandolas con los resultados de las
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bolsas testigos y los andlisis estadisticos demostraron que en el dia 8 si existié diferencia entre
los dos tratamientos.

Los andlisis del dia 10 demuestran que la carne de las peliculas testigos tienen 5.13
veces mayor crecimiento de bacterias que la carne de las bolsas con ETY, también se aprecia
gue el C.V de las 3 bolsas testigo disminuyo a 25.9, mientras que para las bolsas con ETY el
C.V que existi6 en las 3 bolsas fue mayor que otros dias ya que subi6 hasta 51.8, debido a que
la cantidad de bacterias en la carne crecidé notablemente, tanto que superé la cantidad maxima

de UFC/g en la carne de res permitidas por la norma antes mencionada.

Castro y Sarabia, 2015, evaluaron la actividad antimicrobiana en carne molida de un
envase de PEBD aditivado con 7.75 % de extracto de té verde, en donde almacenaron la carne
a 4°C durante 8 dias. La carne envasada en su pelicula aditivada mostré en el dia 8 un
promedio de 400,000 UFC/g a diferencia de la envasada en su pelicula testigo que tuvo un
promedio de 2,700,000 UFC/g, lo que concuerda con nuestros resultados, donde la pelicula
aditivada con ETY ejerci6 un efecto positivo contra el crecimiento de bacterias mesofilas

aerobias en carne.

Por otra parte, Gutiérrez, 2016, evalud la actividad antimicrobiana en pollo de un envase
de PEBD aditivado con 5% de extracto de tallo de tuca. El pollo se almacené a 4°C durante 10
dias. El pollo envasado en su pelicula aditivada mostr6 en el dia 10 un promedio de 1,300,000
UFC/g a diferencia de la envasada en su pelicula testigo que tuvo un promedio de 2,830,000
UFClg, similar a los resultados obtenidos en este estudio, donde la pelicula aditivada con ETY

ejercié un efecto positivo contra el crecimiento de bacterias mesdéfilas aerobias en carne.

Analisis de pH

Se les midio el pH a la carne de cada bolsa a la que se realizé la CTBMA los mismos dias, esto
con el fin de comparar los resultados de microbiologia con la variacion del pH de la carne, el dia
0 la carne empezé con un pH de 5.35 + 0.03. Debido a que se desconoce el tiempo que tenia la
carne desde el sacrificio del animal, no se puede hacer una comparacion exacta, pero
Pasachoa (2010) expresa que el pH de la carne de res se encuentra alrededor de los 5.5 por lo

tanto los resultados del dia O que obtuvimos quedan por debajo de lo reportado por Pasachoa.
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En el caso de los demas dias el pH de la carne almacenada en las bolsas aditivadas con
ETY mostr6 un menor aumento que las bolsas testigo como se puede observar en la tabla 9.
Los resultados de los tratamientos mostraron misma trayectoria, los dias tres y seis la carne
obtuvo un pH menor que el dia inicial, mientras que los dias 8 y 10 la carne obtuvo un pH
mayor. Vasquez (2009) presentd el misma comportamiento de resultados en su carne control,
Vasquez almaceno su carne por 12 dias, donde midi6 el pH de la carne los dias 1, 3, 5,8, 10y
12 y sus resultados fueron 5.76 + 0.02, 5.73 £ 0.01, 5.65 £ 0.01, 5.67 £ 0.04, 5.70 £ 0.02, 5.80
0.05, respectivamente. Los resultados de pH obtenidos en este trabajo son menores
comparados que los obtenidos por Vasquez, pero es importante tomar en cuenta que el pH del
muasculo puede variar dependiendo de muchos factores como es la raza del animal, la

alimentacién, la forma del sacrificio y principalmente de que musculo que obtenida la carne.

Tabla 10. Cambios de pH en carne molida de res almacenada por 10 dias a 4°C

pH
Tiempo(Dias) 0 3 6 8 10
Tratamiento
T-PEBD ETY 533+003 51640005  551+02 5.97 £ 0.07
PEBD + ETY 2352003 "£55,001 5154008 519+0.003  5.35+0.05

Comparando los resultados de pH con los de microbiologia, las bolsas que tuvieron una mayor
carga microbiana también obtuvieron un pH mas elevado. Por lo tanto, se puede expresar que

un elevado crecimiento bacteriano puede causar un aumento en el pH de la carne.

Determinacién de Color en la Carne Contenida en las Peliculas Aditivadas con
ETY

En la determinacion de color de la carne que estuvo en contacto con las peliculas, se muestra
que el parametro a* tuvo un comportamiento similar en la pelicula que tiene ETY y su testigo, la
Figura 21 muestra la variaciéon de a* los 10 dias de almacenamiento. Con el fin de evitar un

error en el color debido a la permeabilidad del oxigeno por el espesor de las peliculas se le hizo
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un pequefio orificio para permitir la penetracion del oxigeno en una forma similar tanto en la

pelicula testigo como en la aditivada con ETY.

Peliculas de PEBD con ETY

T-PEBD ETY PEBD + ETY

20

15

0 2 4 6 8 10 12
DIAS DE ALMACENAMIENTO (4°C)

Figura 21. Color de la carne (a*) almacenada en peliculas de PEBD con ETY por
10 dias a 4°C.

El dia 0 la carne inicio con un color rojo intenso esto es porque el musculo tenia una
gran concentracion de OMb, para el dia dos la carne presenté los valores de a* mas bajos de
todos los dias, se apreciaba un color café marrén debido a que la OMb se oxid6 a MMb,
después los valores de a* empezaron a subir constantemente, debido a que la cantidad de
oxigeno que estaba en contacto con la carne fue aumentando hasta el dia seis y la MMb tuvo
una reduccion a OMB. Después la carne se torn6 a un color café rojizo debido a que la OMb se
desoxigeno a DMb, esta reaccion ocurrié debido a que la carne se quedd sin oxigeno los 4 dias
siguientes, los valores de a* no tuvieron mucha variacion y el color de la carne se apreciaba

igual. En la figura 22 se puede apreciar el color de la carne a los dias 0, 2, 6 y 8.
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PEBD + ETY

T-PEBD ETY

Figura 22. Color de la carne (a*) almacenada en peliculas con ETY y testigo los dias 0, 2,

6 y 8 (de izquierda a derecha en la fotografia).
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se realizaron diferentes analisis para evaluar la actividad antimicrobiana

de envases aditivados con nanoparticulas de MgO y extracto de tallo de yuca (Yucca Baccata).

La adiciéon de los aditivos causé un aumento en su espesor provocando una menor
permeabilidad al oxigeno; de igual forma, en los resultados de transparencia se observo que en
las tres peliculas, el efecto de la adicion del compuesto contribuyé a la disminucion del
porcentaje de transmitancia, por lo tanto, las peliculas aditivadas permiten en menor cantidad el
paso de la luz que las peliculas testigos, lo cual podria coadyuvar a la vida util del alimento.

En cuanto a los resultados de la evaluacion de la actividad microbiana de las peliculas
de PA y PEBD aditivados con 3% de nanoparticulas de MgO demostraron que no tienen una
actividad antimicrobiana suficiente para inhibir los mesdfilos aerobios presentes en la carne

molida de res.

Para los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de la pelicula de
PEBD aditivados con 5% de extracto de tallo de yuca, se observdé que posee una actividad
antimicrobiana suficiente para inhibir los meséfilos aerobios presentes en la carne molida de
res, debido que hasta el dia 8 de almacenamiento, la carne envasada en dichas peliculas tenia
una cantidad de bacterias mesoéfilas aerobias menor a los limites maximos permitidos por la
NOM-034-SSA1-1993, que en comparaciéon con la pelicula testigo, a partir del dia 6 ésta

sobrepaso los limites permitidos.
Por otra parte, la adicion de las nanoparticulas de MgO y del extracto de tallo de

yuca no causaron un cambio significativo en el color de la carne, lo cual favoreceria a la

apreciacion del alimento por parte del consumidor.
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RECOMENDACIONES

» Realizar un nuevo experimento en donde la carne sea proveniente directamente de un rastro,
donde los filetes obtenidos sean inmediatos al sacrificio del animal, para asi asegurar que la

carne tenga una cuenta microbiana inicial baja.

* Elaborar un andlisis sensorial del alimento cocinado, después de su envasado en las peliculas

con extracto de tallo de yuca (Yucca baccata).
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ANEXOS

Anexo 1. Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994

Norma oficial mexicana nom-110-ssal-1994, bienes y servicios. Preparacion y dilucion de

muestras de alimentos para su analisis microbioldgico.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.-
Secretaria de Salud.

Jose Meljem Moctezuma, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario,
con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracion Pablica Federal; 38
fraccion Il, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 8o. fraccion IV y 13 fraccion |

del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.

PREFACIO

En la elaboracion de la presente norma participaron los siguientes Organismos e
Instituciones:

SECRETARIA DE SALUD

Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios

Laboratorio Nacional de Salud Publica

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA

Instituto Nacional de la Pesca

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional de Ciencias Biologicas

INDUSTRIAS VINICOLAS PEDRO DOMECQ, S.A. DE C.V.

JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.

LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A. DE C.V. LICONSA

SIGMA ALIMENTOS, S.A. DE C.V.

SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C.

NORMEX
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0. Introduccién

Esta norma estd orientada a proporcionar las guias generales para la preparacion de
diluciones para el examen microbiol6gico de alimentos. En vista de la gran cantidad de
productos en este campo de aplicacion, estas guias pueden ser inapropiadas para todos ellos
en forma detallada y para otros requerirse otros métodos diferentes. Sin embargo, en todos los
casos donde sea posible se recomienda apegarse a estas guias y modificarse Unicamente

cuando sea necesario.

La dilucion primaria tiene por objeto obtener una distribucion lo mas uniforme posible de los

microorganismos contenidos en la muestra destinada para el analisis.

La preparacion de diluciones decimales adicionales, si son necesarias, tiene como objetivo
reducir el nUmero de microorganismos por unidad de volumen, para permitir, después de la
incubacién, la observacion de la prueba en el caso de tubos o matraces y la cuenta de colonias

en el caso de placas.
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1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el procedimiento para la preparacion de
diluciones para el analisis microbioldgico de productos alimenticios.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para
las personas fisicas 0 morales que se dedican a efectuar este método en alimentos nacionales
o de importacion, para fines oficiales.

2. Fundamento

Se basa en la preparacién de diluciones primarias, para obtener una distribucién lo méas

uniforme posible de los microorganismos presentes en la porcion de muestra.

3. Referencias

Esta norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimientos para la toma, Manejo y Transporte de Muestras de

Alimentos para su Analisis Microbioldgico.*

4. Definiciones

Para fines de esta norma se entiende por:

4.1 Dilucién primaria, es la solucién, suspensiéon o emulsiéon obtenida después de pesar o
medir una cantidad del producto bajo examen y mezclarla con una cantidad de nueve veces en
proporcion de diluyente.

4.2 Diluciones decimales adicionales, las suspensiones o soluciones obtenidas al mezclar un
determinado volumen de la dilucion primaria con un volumen de nueve veces un diluyente y que

por repeticion de esta operacion con cada dilucién asi preparada, se obtiene la serie de

diluciones decimales adecuadas para la inoculacion de medios de cultivo.
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5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se
entiende por:

cm centimetro

mm milimetro

g gramos
ml mililitro
[ litro

pH potencial de hidrégeno

N normal

°C grado Celsius

% por ciento

h hora

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico. Cuando se

indique agua debe entenderse como agua destilada.

6.1.1 Preparacion de reactivos
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6.1.1.1 Solucion de hidroxido de sodio 1,0 N

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Hidroxido de sodio4,0 g

Agua 100,0 ml

Preparacion:

Disolver el hidroxido de sodio y llevar a 100 ml con agua.

6.1.1.2 Soluciones diluyentes

6.1.1.2.1 Solucion reguladora de fosfatos (solucién concentrada).

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato de sodio monobasico 34,0 ¢

Agua 1,0 [

Preparacion:

Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucion de hidréxido de sodio
1,0N.

Llevar a un litro con agua.

Esterilizar durante 15 minutos a 121° + 1,0°C.
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Conservar en refrigeracion (solucién concentrada).

Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar a un litro con agua (solucion de trabajo).

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera.

Esterilizar a 121° + 1,0°C durante 15 minutos.

Después de la esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucién de trabajo deberan

ser iguales a los iniciales.

6.1.1.2.2 Agua peptonada

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Peptona 1,0 g

Cloruro de sodio 8,5 g

Agua 1,0 I

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua.

Ajustar el pH a 7 + 0,1 con hidréxido de sodio 1,0 N.

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen multiplo de nueve segun se

requiera.

Esterilizar a 121 + 1,0°C durante 15 minutos.
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Después de la esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucién de trabajo deberan

ser iguales a los iniciales.

Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar oscuro a una temperatura
entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su
volumen o composicion.

6.2 Materiales

Pipetas bacterioldgicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 1 mly 2 ml), con tapén
de algodon. Las pipetas pueden ser graduadas en volimenes iguales a una décima de su
volumen total.

Frascos de vidrio de 250 ml con tapén de rosca.

Tubos de 16 x 150 mm con tapon de rosca.

Utensilios esterilizables para la obtencién de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas,

espatulas, etc.

Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio deberan

esterilizarse mediante:

Horno, durante 2h a 170 a175°C o 1 ha 180°C o

Autoclave, durante 15 minutos como minimo a 121 + 1,0°C.

El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las
especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida
y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Aparatos e instrumentos

Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.
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Autoclave con termometro y mandmetro, calibrada con termdmetro de maximas y minimas.

Bafio de agua con control de temperatura y circulaciébn mecénica, provista con termémetro

calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 + 0,5°C.

Licuadora de una o dos velocidades controladas por un redstato o bien un homogeneizador

peristaltico (Stomacher).

Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador

peristaltico.

Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g.

8. Procedimiento

8.1 Preparacion de la dilucion primaria.

8.1.1 A partir de muestras liquidas:

Para muestras liquidas no viscosas (agua, leche, refrescos, etc.) en las cuales la distribucién
de microorganismos es homogénea o facilmente homogeneizable por medios mecénicos

(agitacion, etc.).

Para muestras congeladas de un alimento originalmente liquido o licuable, fundir por
completo en bafio de agua de 40 a 45°C un tiempo maximo de 15 minutos y homogeneizar

agitando vigorosamente.

Para la parte liquida de una muestra heterogénea la cual sea considerada suficientemente

representativa de la muestra total (por ejemplo la fase acuosa de grasas animales y vegetales).

8.1.1.1 Agitar la muestra manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un arco de
30 cm efectuados en un tiempo de 7 segundos. Tomar 1 ml de la muestra y diluir con 9 ml del
diluyente el cual debe encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre

la pipeta y el diluyente.
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8.1.1.2 Siempre que la cantidad de muestra lo permita, tomar alicuotas mayores, por ejemplo
volumenes de 10 u 11 ml, diluidos con 90 o 99 ml, de la misma forma que se describi

anteriormente

8.1.2 A partir de muestras sélidas o semisdlidas.

Las muestras sélidas y semisélidas congeladas, deben descongelarse en refrigeracion de 4

a 8°C durante 18 horas y ho mas de 24 horas antes de proceder a su analisis.

8.1.2.1 Pesar una cantidad de 10 u 11 g de la muestra por analizar en un recipiente o bolsa

plastica estériles de tamafio adecuado.

8.1.2.2 Adicionar un volumen de 90 a 99 ml del diluyente llevado a una temperatura similar a

la de la muestra.

8.1.2.3 Operar la licuadora o el homogeneizador peristaltico de 1 a 2 minutos hasta obtener
una suspension completa y homogénea segun se indique en la técnica correspondiente para

cada alimento. AUn en los equipos mas lentos, este tiempo no debe exceder de 2,5 minutos.

8.1.2.4 Permitir que las particulas grandes se sedimenten, y transferir la cantidad deseada

tomando de las capas superiores de la suspension.

Cuando la dilucién primaria es muy viscosa o0 pegajosa, adicionar mas diluyente, lo cual debe

tomarse en cuenta para las operaciones subsecuentes o0 expresion de resultados.

El homogeneizador peristaltico (Stomacher) puede no ser adecuado para algunos productos
(por ejemplo, aquellos con particulas agudas o constituyentes que no se dispersen facilmente).
Debe ser utilizado s6lo cuando exista evidencia (publicada o por ensayos comparativos) de que

los resultados obtenidos no difieren significativamente con aquellos obtenidos con licuadora.

8.2 Preparacion de las diluciones decimales adicionales.
8.2.1 Transferir 1 ml o un mdltiplo, por ejemplo, 10 u 11 ml de la dilucién primaria 1 + 9 (10-
1), en otro recipiente conteniendo nueve veces el volumen del diluyente estéril a la temperatura

apropiada, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.
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8.2.2 Mezclar cuidadosamente cada botella de diluyente siempre de la misma manera que se
describe en 8.1.1.1.

8.2.3 La seleccién de las diluciones que se vayan a preparar y de aquellas que se van a
inocular, dependen del nimero esperado de microorganismos en la muestra, con base a los
resultados de andlisis previos y de la informacion que se obtenga del personal de inspeccion
que la haya colectado. En ausencia total de informacién, trabajar con las diluciones de la

primera a la sexta.

8.2.4 Utilizar pipetas diferentes para cada dilucién inoculando simultdneamente las cajas que
se hayan seleccionado. El volumen que se transfiera nunca debe ser menor al 10% de la

capacidad total de la pipeta.

8.2.5 Si la pipeta es terminal y se transfiere un volumen de liquido equivalente a su
capacidad total, escurrir aplicando la punta de la pipeta una sola vez en una area de la caja

Petri sin liquido.

8.2.6 Mientras se afora el liquido de la pipeta, la punta de ésta debe apoyarse en el interior
del cuello del frasco y mantenerla en posicion vertical, para lo cual este ultimo debe inclinarse lo

necesario.

En estudios donde se busca la presencia o ausencia de una determinada especie de

microorganismos en 0,1 ml 0 0,1 g, no es necesario preparar diluciones mayores.

El criterio para seleccionar las diluciones a preparar de acuerdo con el numero de

microorganismos esperado es:

Para la técnica del nimero més probable utilizar tres tubos: donde sea posible demostrar el

microorganismo en 10 ml de la dilucion mas alta.

Para la técnica de cuenta en placa, considerar aquellas en las que se puedan contar de 25 a
250 colonias en un minimo de una de tres diluciones en el método de cuenta de bacterias
aerobias en placa. En el caso de otros grupos microbianos, considerar el nimero especificado

de colonias en la Norma Oficial Mexicana correspondiente.
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8.3 Duracion del procedimiento.

En general, las diluciones de la muestra deben ser preparadas inmediatamente antes del
andlisis y éstas deben ser usadas para inocular el medio de cultivo dentro de los 20 minutos
posteriores a su preparacion.

9. Concordancia con normas internacionales

Esta norma es técnicamente equivalente a la Norma ISO 6887-1983 (E) Microbiology
General guidance for the preparation of dilutions for microbiological examination. International
Organization for Standardization.

10. Bibliografia

10.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y
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México, D.F.

10.3 Secretaria de Salud. 1988. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
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Federaciéon. México, D.F.
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11. Observancia de la norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente norma corresponde a la Secretaria de Salud.

12. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter de obligatorio a los 30

dias siguientes a partir de su publicacion en el Diario Oficial de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General de Control Sanitario de Bienes y

Servicios, José Meljem Moctezuma.- Ruabrica.

Anexo 2. Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-092-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA
LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria
de Salud.

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario,
con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracion Publica Federal; 38,
fraccion 1l, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 194 fraccion | de la Ley
General de Salud; 20. fraccion lll, 34, 37, 40 y demas aplicables del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y

Servicios; 8o. fraccion IV y 13 fraccién | del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.
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En la elaboracion de la presente Norma participaron los siguientes organismos e instituciones:

SECRETARIA DE SALUD

Direccion General de Control Sanitario de
Instituto  Nacional de Diagnoéstico y Referencia

Laboratorio Nacional de Salud Publica

Bienes vy Servicios

Epidemiologica. INDRE
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0. Introduccioén

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un alimento, la

técnica comunmente utilizada es la cuenta en placa.

En realidad esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos presentes.
La variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales, temperatura
requerida para su crecimiento, oxigeno disponible, etc., hacen que el nimero de colonias
contadas constituyan una estimacion de la cifra realmente presente y la misma refleja si el

manejo sanitario del producto ha sido el adecuado.

Por otra parte el recuento de termofilicos, psicrofilicos y psicotréficos es importante para

predecir la estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

Para obtener resultados reproducibles y por lo tanto significativos, es de suma importancia

seguir fielmente y controlar cuidadosamente las condiciones.

Esta técnica puede aplicarse para la estimacion de microorganismos viables en una amplia

variedad de alimentos.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método para estimar la cantidad de
microorganismos viables presentes en un alimento, agua potable y agua purificada, por la

cuenta de colonias en un medio sdlido, incubado aerébicamente.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las
personas fisicas 0 morales que requieran efectuar este método en productos nacionales y de

importacion, para fines oficiales.
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2. Fundamento

El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de
eleccién después de un cierto tiempo y temperatura de incubacién, presuponiendo que cada
colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo estudio. EI método admite
numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas controlables, pero sujetas a la influencia de

varios factores.

3. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte de Muestras de

Alimentos para su Analisis Microbiologico.*

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis

Microbiolégico.

4. Definicién

Para fines de esta norma se entiende por:

Unidades Formadoras de Colonias (UFC), término que debe utilizarse para reportar la cuenta

de colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula o de un cumulo de células.

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a las siguientes abreviaturas y simbolos se entiende

por:

g gramo

I litro

ml mililitro

°C grado Celsius
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pH potencial de hidrégeno

% por ciento

UFC unidades formadoras de colonias

h hora

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan, deben ser grado analitico.

Cuando se indique agua, debe entenderse agua destilada, con pH cercano a la neutralidad.

Medio de Cultivo.

Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estandar).

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Extracto de levadura 2,5 g

Triptona 5,0 g

Dextrosa 1,0 g

Agar 15,09

Agua 1,0 |

Preparacion del medio de cultivo.

Suspender los componentes del medio deshidratado en un litro de agua. Hervir hasta total

disolucién.
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Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables de capacidad no mayor de 500 ml, cantidades de
aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Esterilizar en autoclave a 121 + 1,0 °C,
durante 15 minutos. El pH final del medio debe ser 7,0 £ 0,2 a 25°C.

Si el medio de cultivo es utilizado inmediatamente, enfriar a 45°C + 1,0 °C en bafio de agua y
mantenerlo a esta temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe de fundirse mas de

una vez.

En caso de medios deshidratados seguir las instrucciones del fabricante.

El medio de cultivo anterior es el de uso mas generalizado. Para algunos alimentos en particular
se requerira de un medio de cultivo especial que se debe indicar al describir la técnica para ese
alimento.

6.2 Materiales

Todo el material que tenga contacto con las muestras o los microorganismos debe estar estéril.

Se requiere, los materiales mencionados en la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucion de

Muestras de Alimentos para su Analisis Microbioldgico.

7. Aparatos e instrumentos

Se requiere, ademas de los mencionados en la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucion

de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbioldgico, los siguientes:

Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de + 1,0°C, provista con termometro
calibrado.

Contador de colonias de campo obscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y
lente amplificador.

Registrador mecanico o electrénico.

Microscopio optico.

Bafio de agua con o sin circulacion mecanica, provista con termémetro calibrado con divisiones

de hasta 1,0 gC y que mantenga la temperatura a 45 + 1,0 gC.
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8. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra seguir la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y Diluciéon de
Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico.

9. Procedimiento

9.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacion; la adicion
de medio de cultivo y homogenizacién, se puedan realizar comoda y libremente. Marcar las
cajas en sus tapas con los datos pertinentes previamente a su inoculacién y correr por

duplicado.

9.2 Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas segun la NOM-110-SSA1-
1994, Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico, en las
cajas Petri, agregar de 12 a 15 ml del medio preparado, mezclarlo mediante 6 movimientos de
derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de
atras a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacion

del in6culo en el medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.

9.3 Incluir una caja sin inéculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo de

esterilidad.

9.4 El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente hasta

que finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de 20 minutos.

9.5 Incubar las cajas en posicion invertida (la tapa hacia abajo) por el tiempo y la temperatura
que se requieran, segun el tipo de alimento y microorganismo de que se trate, véase el cuadro
1.

CUADRO 1
Grupo Bacteriano Temperatura Tiempo de Incubacién
Termofilicos aerobios 55+ 2°C 48 + 2 h

Mesofilicos aerobios* 35+ 2°C 48+ 2 h
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Psicrotroficos 20 + 2°C 3 - 5 dias

Psicrofilicos 5 + 2°C 7 - 10 dias

9.6 En la lectura seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC, para

disminuir el error en la cuenta.

9.7 Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las de mohos
y levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio para resolver los
casos en los que no se pueden distinguir las colonias de las pequefias particulas de alimento.

10. Expresion de resultados

10.1 Calculo del método.

10.1.1 Después de la incubacién, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 25 a
250 colonias, usando el contador de colonias y el registrador. Las placas de al menos una de
tres diluciones deben estar en el intervalo de 25 a 250. Cuando solo una dilucion esta en el
intervalo apropiado, véase el cuadro 2, ejemplo 1. Calcular la cuenta promedio por gramo o

mililitro de dicha dilucién y reportar.

10.1.2 Cuando dos diluciones estan en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio
dada por cada dilucion antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para obtener la

cuenta en placa por gramo o mililitro, véase el cuadro 2, ejemplo 2.

10.1.3 Con el fin de uniformar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde las
placas presenten situaciones no contempladas en los ejemplos anteriores, se presentan las

siguientes guias:

10.1.3.1 Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la menor dilucion
muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el nimero de colonias presentes en dicha
dilucion, promediar el nimero de colonias y multiplicar por el factor de dilucion para obtener el
valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su informe esta situacion agregando la leyenda

"valor estimado”, véase el cuadro 2, ejemplo 3.

10.1.3.2 Placas con mas de 250 colonias.- Cuando el numero de colonias por placa exceda de

250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean representativas de la
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distribucién de colonias. Contar por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del &rea de la caja y
multiplicar el valor obtenido por 4 6 2, respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos
cuadros, considerar que el fondo de una caja Petri de 100 mm de didmetro contiene 65 cuadros
de la cuadricula del contador. Aclarar en el informe esta situacion agregando la leyenda "valor

estimado”, véase el cuadro 2, ejemplo 4.

10.1.3.3 Colonias extendidas.- Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes

formas:

10.1.3.3.1 Cadenas de colonias no separadas claramente entre si, que parecen ser causadas

por la desintegracion de un ciimulo de bacterias.

10.1.3.3.2 Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la caja.

10.1.3.3.3 Colonias que se desarrollan en pelicula en la orilla de la caja sobre la superficie del

agar.

10.1.3.3.4 Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompafiadas de
inhibicién del crecimiento, que en conjunto exceden el 50% de la caja o represién del

crecimiento que por si mismo excede el 25% de la superficie de la caja.

10.1.3.3.5 Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas que no
estan incluidas en 10.1.3.3.4, contar cualquiera de los tipos 10.1.3.3.1, 10.1.3.3.2 6 10.1.3.3.3,
como provenientes de una sola fuente. En el caso de las colonias del tipo 10.1.3.3.1, si la caja
contiene una sola cadena, contar como una sola colonia, si la caja contiene varias cadenas que
parecen originarse de fuentes separadas, contar cada cadena como colonia individual. No
contar cada colonia de la cadena individualmente. Las colonias del tipo 10.1.3.3.2 y 10.1.3.3.3
generalmente se observan como crecimiento diferenciable de otras colonias y se cuentan como
tales. Los crecimientos tipo 10.1.3.3.4, reportarlos como crecimiento extendido. En caso de que
una dilucién se encuentre dentro del rango y otra dilucién presente colonias de crecimiento
extendido, reportar la dilucion en la que se pueden contar las colonias, véase el cuadro 2,

ejemplo 5

10.1.4 Placas sin colonias.- Cuando las placas de todas las diluciones no muestran colonias,
reportar la cuenta en placa como menor que una vez el valor de la dilucion mas baja usada,

véase el cuadro 2, ejemplo 6.
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10.1.5 Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado y otra
con mas de 250 colonias.- Cuando una placa tiene entre 25 y 250 colonias y su duplicado mas
de 250 colonias, contar ambas placas incluyendo la que esta fuera del intervalo para determinar

la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 7.

10.1.6 Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilucién dentro del intervalo de 25 a
250 colonias.- Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el numero de colonias
especificadas en el intervalo, contar el nimero de colonias de las cuatro placas para calcular la

cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 8.

10.1.7 Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucion dentro del intervalo de 25 a
250 y s6lo una de la otra dilucion dentro del mismo. Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla
con menos de 25 0 mas de 250 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase el cuadro 2,

ejemplo 9.

10.1.8 Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la
inversa de la dilucién para obtener el numero de UFC por mililitro o gramo de la muestra.
Redondear la cifra obtenida en la cuenta de manera que so6lo aparezcan dos digitos
significativos al inicio de esta cifra. Para redondear, elevar el segundo digito al numero
inmediato superior cuando el tercer digito de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128
redondear a 130). Si el tercer digito es cuatro o menos, reemplazar el tercer digito con cero y el

segundo digito mantenerlo igual (Por ejemplo: 2417 a 2400):

11. Informe de la prueba

Reportar como: Unidades formadoras de colonias, UFC/g o ml, de bacterias aerobias en
placa en agar triptona extracto de levadura o agar para cuenta estandar, incubadas

horas a °C.

CUADRO 2

Célculo de los valores de la cuenta en placa

(Ensayos por duplicado)

Ejemplo Colonias contadas UFC/g o mi
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nimero 1: 100 1: 1000 1: 10000

1>250a 178 16 180000

> 250190 17

2> 250 220 25 250000

238 28

31820 1600b

1400

4 > 250 > 250 512 5000000b

> 250 > 250 495

5> 250 240 34 290000

> 250 235 crecimiento

extendido

6000<100c

7 > 250 240 24 250000

> 250 268 19

8 > 250 216 23 280000

> 250 262 42

9 > 250 215 20 230000

> 250 235 26

> 250 275 32 270000
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> 250 225 26

12. Concordancia con normas internacionales

Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.
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14. Observancia de la norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia
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La presente Norma Oficial Mexicana, entrara en vigor con caracter de obligatorio a los 30 dias

siguientes a partir de su publicacién en el Diario Oficial de la Federacion.
Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de noviembre de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.-
Rubrica.

Anexo 3. Calculos para modificar los mL gastados de NaOH a mEq

myg

mEq = X valencia

Peso atdomico

Lo primero que se realiz6 fue el calculo para conocer cuantos mg de OH- tenemos en el 1.35
mL de NaOH 0.086N.

23 g de Na 100% ------- 40 g NaOH
1 mol de NaOH 40g 16 gde O X -mmmee- 17g OH"
1gdeH 17 g de OH" X = 42.5 % es de OH-
1 mol 40qg - 1000 mL X=3.4g9en 1000 mL
0.086-------- X
3.4¢9------ 1000 mL X=0.00459 g de NaOH en 1.35 mL
Xemmmmmmmnan 1.35

0.00459 g ------ 100 % X =0.00195075gde OH en 1.35 mL

0.00195075 g --------- 1.95075 mgde OH en 1.5

Después de conocer los miligramos que teniamos se utilizé la formula antes mencionada para

conocer los miliequivalentes OH"

mg .
mEq = —  — X valencia
Peso atomico
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1.95075

x1
17

mEq =

mEq = 0.11475 por 1 g de muestra
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