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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la efectividad de un extracto etandlico obtenido a partir de la planta de tomate
(Solanum lycopersicum) incorporado a un recubrimiento comestible a base de quitosano sobre
la frescura, calidad y vida de anaquel del filete de Sierra (Scomberomorus sierra) almacenados
en hielo.

Objetivos Especificos
Preparar un extracto etandlico a partir de la planta de tomate (Solanum lycopersicum).

Determinar el efecto del extracto etandlico de la planta del tomate (Solanum
lycopersicum) en un recubrimiento comestible a base de quitosano sobre la calidad (fisica,
bioquimica y microbioldgica) y vida de anaquel del filete de sierra (Scomberomorus sierra)

almacenados en hielo.
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RESUMEN

Es bien sabido que los productos de la pesca son altamente perecederos debido a los
cambios bioguimicos enddgenos propios del musculo. Se sabe que en condiciones ideales de
manejo poscaptura, la vida de anaquel de dicho producto es mayor que uno que fue
manipulado inadecuadamente. De alli la importancia de manipular adecuadamente los
productos de la pesca. En México, las condiciones y la falta de tecnologia, hacen dificil la
capacitacion del personal encargado en el procesamiento de los productos pesqueros, por
consiguiente hoy en dia se buscan alternativas que contribuyan a preservar la calidad de los
productos de la pesca y reducir pérdidas poscaptura en este sector. Dentro de estas
alternativas se encuentra el uso de empaques inteligentes y/o biodegradables, el uso de
aditivos alimentarios (sintéticos y naturales) y, la aplicacién de compuestos antimicrobianos,
entre otros. Por lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto de un
extracto etandlico obtenido a partir de la planta del tomate (Solanum lycopersicum), el cual fue
incorporado a un recubrimiento comestible a base de quitosano, sobre la calidad y vida de
anaquel del filete de sierra almacenado en hielo durante 15 dias. Para ello, se recolectaron
organismos entre 35-50 cm de longitud, los cuales se filetearon y los filetes obtenidos se

dividieron en 4 lotes.

Los lotes se etiguetaron de acuerdo al tratamiento aplicado como C (Control), Q
(Quitosano), E (Extracto) y QE (Quitosano-Extracto). Una vez aplicados los tratamientos por
inmersion, los lotes se almacenaron en hielo por un periodo de 15 dias. Durante este tiempo
se tomaron muestras a los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15 para llevar a cabo los analisis de textura,
pH, color, capacidad de retencién de agua (CRA), ATP y productos de degradacién e indice
K. Asimismo, se realiz6 un analisis microbioldgico (mesdfilos y psicrofilos) a los 0, 5, 10 y 15

dias de almacenamiento.

Con respecto a los resultados obtenidos se observd una diferencia significativa (p <
0.05) de los tratamientos QE, Q y E con respecto al tratamiento C en los valores de pH, color,
cuenta total de microorganismos, ATP y productos de degradacion e indice K, mientras que,
no se encontraron diferencias (p < 0.05) en el andlisis de textura y capacidad de retencion de

agua entre los tratamientos.
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A partir de los resultados de la actividad antimicrobiana, se indica que los lotes
quitosano, quitosano-extracto y extracto, aumentaron la vida de anaquel del musculo de sierra
a mas de 15 dias en almacenamiento en hielo, en comparacién al lote control, en el que se

observé un maximo de 10 dias de almacenamiento.
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INTRODUCCION

A diferencia de la carne de los animales terrestres, los productos de la pesca son
altamente perecederos debido principalmente a los cambios bioquimicos enddgenos
posmortem del propio musculo del animal. Es bien sabido que en condiciones ideales de
manejo poscaptura, la vida de anaquel del pescado es mayor comparado con un producto
procesado inadecuadamente. En México, sin embargo, es sumamente dificil la capacitacion
del personal encargado al procesamiento de productos marinos, a consecuencia de diversos
factores incluyendo la falta de tecnologia. Debido a lo anterior, el pescado pierde su calidad
comestible por el aumento de la carga microbianay por las reacciones bioquimicas posmortem

gue se presentan de manera natural en los productos de la pesca.

Uno de los recursos pesqueros mas importantes en el estado de Sonora, México, es la
sierra (Scomberomorus sierra). Esto se debe a la fuente de trabajo que genera, asi como al
alto volumen de captura y valor de la produccion. La sierra se captura por pescadores
riberefios y al igual como ocurre con otras especies capturadas de forma artesanal, no se
conoce cual es el efecto que tienen las practicas artesanales de captura y de manejo
poscaptura en la calidad y vida de anaquel en su filete (Marquez et al., 2011)

Debido al interés del consumidor y de la industria alimentaria por obtener alimentos
inocuos y de alta calidad, la tecnologia de alimentos utiliza diversos métodos para alargar la
vida de anaquel de los productos (Guilbert et al., 1996). Dentro de estos se encuentran la
congelacién, enlatado, secado, empaques al vacio, empaques con atmosferas modificadas,
etc. sin embargo, el consumidor no obtiene un producto totalmente fresco, si no uno
procesado. Por ello, se han dirigido los esfuerzos de la investigacion de los recubrimientos
comestibles como una alternativa para cubrir estas necesidades. Existen fuentes disponibles
naturales para ser utilizadas como agentes formadores de recubrimientos comestibles que
pueden potencialmente reducir la necesidad de peliculas hechas con materiales sintéticos
(Avila et al., 2008).

La principal utilidad de los recubrimientos comestibles se debe a la capacidad de actuar
Ccomo un accesorio que mejora la calidad de un alimento, extendiendo la vida de anaquel y la
posibilidad de aumentar la eficiencia de los empaques de alimentos, mediante la incorporacién

de sustancias que enriquecen sus propiedades funcionales (Avila et al., 2008).



Dentro de las principales materias primas utilizadas para la sintesis de recubrimientos
comestibles se encuentra la caseina, gluten de trigo, celulosa, colageno, proteina de suero de
leche, zeina de maiz, proteina de soya, almidén, gelatina, alginatos y quitosano entre otros
(Cagri et al., 2004).

El quitosano es uno de los polisacéridos més utilizados en la formacion de peliculas y
recubrimientos comestibles, debido principalmente a sus caracteristicas de maleabilidad,
biocompatibilidad y a sus propiedades antimicrobianas. Sin embargo, la naturaleza hidrofilica
del quitosano impide que funcione adecuadamente como una barrera contra la humedad. No
obstante, la biocompatibilidad que tiene con diversos compuestos, es utilizada para incorporar
compuestos hidrofébicos como terpenoides, compuestos fendlicos, etc. (Lopez et al., 2012).

El uso de antimicrobianos (conservadores) es una practica comun en la industria de los
alimentos, por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente (que
en algunos casos han causado dafio a la salud de los consumidores, si se utilizan a grandes
dosis), redundando en un rechazo por parte de los consumidores de productos procesados,
por lo cual ha surgido la necesidad de buscar otras opciones. En esta busqueda se han
encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen natural, extraidos y purificados
principalmente de hierbas, plantas y especias. La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas
generalmente se atribuye a compuestos fendlicos presentes en sus extractos o aceites

esenciales (Rodriguez, 2011).

Taveira et al. (2012) determinaron que la planta del tomate posee una gran cantidad
de metabolitos activos incluyendo compuestos fendlicos. Hoy en dia, numerosos estudios han
sido dirigidos a los efectos benéficos de las sustancias fendlicas derivadas de plantas. Estos

compuestos poseen actividad antioxidante, antibacterial y antiviral (Silva et al., 2014).

Silva et al. (2014) determinaron los compuestos presentes en un extracto de la planta
de tomate, demostrando que dentro de las principales moléculas fendlicas se encontraron el

acido galico, acido clorogénico, acido caféico, acido ferulico, rutina y quercetina.



ANTECEDENTES

Generalidades de la Sierra (Scomberomorus sierra)

Scomberomorus sierra Jordan and Starks, se encuentra ampliamente distribuida desde
las costas de Baja California, hasta Peru, incluyendo las Islas Galapagos (Espino-Barr et al.,
2012). La sierra es una de las especies mas capturadas a lo largo de la costa del Pacifico
mexicano (Montemayor-Lépez et al., 1999).

Perteneciente a la familia Scombridae, la sierra (Figura 1) posee un cuerpo alargado,
fuertemente comprimido, hocico mucho mas corto que el resto de la cabeza, ademas consta
de 4 a 8 branquiespinas en el primer arco branquial en la rama superior y de 15 a 20 en la
rama inferior. Su peso llega a ser hasta de 3.6 kg, con una talla maxima de 76 cm de longitud
de horquilla (Torres-Arreola, 2005).

Figura 1. Sierra del Pacifico (Scomberomorus sierra). (Espino-Barr et al., 2012)

Situacion Actual de la Pesca

De acuerdo a la FAO (2014), la producciéon pesquera mundial en aguas marinas

ascendi6 a 82.6 millones de Ton en 2011 y a 79.7 millones de Ton en 2012. En estos dos



anos, 18 paises capturaron un promedio de un millon de Ton anuales, lo cual representa mas
del 22.6 % de las capturas marinas mundiales. De estos paises, 11 se encuentran en Asia,
siendo China el principal productor de pesca con mas de 13 millones de Ton anuales. En el
caso de México, nuestro pais ocupa el lugar numero 16 de la lista, con una produccién

estimada de 1.46 millones de Ton.

Produccion Mundial y Nacional de Sierra

Dentro de las principales especies marinas de captura en el mundo, el género
Scomberomorus spp. se encuentra posicionado en el lugar numero 15, debido a que en el
2012 se registraron alrededor de 914, 591 ton (FAO, 2014).

En el afio 2014, la produccion total de pesca en México alcanz6 aproximadamente 1.6
millones de ton, destacando especies como sardina, cazén, camardn, sierra, mojarra, tiburén,
pulpo, anchoveta, atin, entre otras (CONAPESCA, 2015).

Uno de los recursos pesqueros mas importantes en el estado de Sonora, México, es la
sierra (Scomberomorus sierra), lo cual se debe a la fuente de trabajo que genera, asi como al
valor econdmico y volumen de captura. El principal estado productor noroccidental de sierra
en México, segun la CONAPESCA (2015) en el afio 2014, fue Sonora (Figura 2) con una
produccion total de aproximadamente 4 mil ton, seguido de Sinaloa (2 mil ton), Baja California
(1600 ton) y Baja California Sur (528 ton).

En el estado de Sonora, la produccién total de sierra en el afio 2014 fue de alrededor
de 4,013.49 Ton, distribuyéndose la mayor produccién en los meses de abril, mayo y Junio.
Se observa también que durante los meses de enero, julio y septiembre la pesca de sierra es

deficiente, ya que se registré una produccion entre 71y 99 Ton (CONAPESCA, 2015).

La sierra se captura por pescadores riberefios y al igual como ocurre con otras especies
capturadas de forma artesanal, se sabe que la calidad y vida de anaquel de su filete esta
integramente relacionado con las practicas artesanales de captura y de manejo poscaptura
(Méarquez et al., 2011).
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Figura 2. Produccion de sierra en los estados noroccidentales de México.
(CONAPESCA, 2015)

Calidad del Pescado: Principales Cambios Posmortem

Una vez que los organismos son capturados y sacrificados, el suministro de oxigeno a
las células es interrumpido debido a la falta de circulacion sanguinea, por lo tanto la glucolisis
aerdbica se detiene y se activan otras vias de produccion de energia durante las primeras

etapas posmortem (Montoya-Camacho, 2013).

El masculo del organismo experimenta una serie de cambios bioquimicos, fisicos,
guimicos y microbiolégicos, los cuales, impactan directamente en la calidad y vida de anaquel
del producto. Dentro de los cambios mas significativos ocurridos en el musculo se encuentran

la degradacion y desnaturalizacion de proteinas, degradacién de la adenosina 5'-trifosfato



(ATP), disminucién del pH muscular, produccién de compuestos indeseables (trimetilamina,
bases volétiles totales, etc.), cambios en la textura, disminucion en la capacidad de retencion
de agua (CRA), cambios de color en el masculo, etc. La velocidad con la que ocurren esta
serie de cambios esté influenciada directamente con el manejo poscaptura y procesamiento

del producto.

Es bien sabido que las embarcaciones de la pesca artesanal son pequeias y
desprovistas de una bodega refrigerada, por lo que los organismos permanecen a temperatura
ambiente favoreciendo el desarrollo de cambios bioquimicos, fisicos y microbioldgicos que
impactan en la frescura, calidad y vida de anaquel del filete como producto final. La velocidad
con la que ocurren estos cambios esta relacionada con las condiciones de captura, manejo
poscaptura y procesamiento. Por ello y con la finalidad de retardar los procesos posmortem,
se debe disminuir rdpidamente la temperatura del muasculo, permitiendo asi conservar por

mayor tiempo la calidad y su frescura inicial (Ocafo-Higuera et al., 2009)

Cambios Bioquimicos

indice K. Dentro de los cambios bioquimicos posmortem mas significativos en el
musculo de los organismos acudticos, se encuentra la degradacion de adenosina-5’-trifosfato
(ATP). El ATP es metabolizado de acuerdo a la siguiente secuencia: ATP —> Adenosina-5'-
difosfato (ADP) — Adenosina-5-monofofato (AMP) —> inosina-5-monofosfato  (IMP)
Inosina (HXR) —> Hipoxantina (Hx) —> Xantina (X) —> 4cido Urico (Ehira y Uchiyama,
1987).

Dependiendo de la especie y el tipo de musculo, los niveles de ATP normalmente caen
rapidamente en las primeras 24 h posmortem del animal. El indice K se calcula utilizando la
concentracion de ATP y sus productos de degradacion. Este indice se expresa como el
porcentaje de la relacion entre la suma de la concentracién de HXR e Hx, entre la sumatoria
de la concentracion de ATP y de sus productos de degradacion ( ATP, ADP, AMP, IMP, HxR,
Hx):



HxR + Hx
ATP + ADP + AMP + IMP + HxR + Hx

% Indice K =( )X 100

Los productos de la pesca con un indice K comprendido entre 0-20% se consideran
como productos muy frescos, del 21-50% como moderadamente frescos, mientras que un
filete con un indice K mayor al 70% no es recomendable para el consumo humano (Saito et
al., 1959).

Cambios Fisicoquimicos

pH. Posterior al sacrificio, la generacion de &cido lactico en el musculo del
pescado produce un descenso en el pH muscular. La magnitud de este dependera
directamente en la cantidad de reservas energéticas presentes en el tejido del pescado antes
de la captura y de la cantidad de energia gastada que utiliza en el sacrificio. Si el pescado
contiene reservas de energia mas altas cuando se sacrifica, el pH final del rigor mortis tendera
a ser mas bajo, lo que puede influenciar directamente con el sabor, olor, textura y estabilidad

durante el almacenamiento.

Una vez que el rigor mortis finaliza, la actividad bacteriana genera un incremento
gradual de pH debido a la producciéon de amoniaco y de otros compuestos basicos. De tal
forma que el pH muscular primero disminuye durante el inicio del rigor mortis, para
incrementarse progresivamente después de su resolucién producto de la actividad bacteriana
(Ocafio-Higuera et al., 2007).

Color. La determinacion del color en los productos pesqueros es uno de los aspectos
mas importantes en el control de calidad, ya que los cambios de color que se presentan en el
musculo durante el almacenamiento se relacionan con la disminucion de frescura y la

aceptacion por el consumidor.



La medicién del color se lleva a cabo por colorimetria de triestimulo, utilizando un
colorimetro con el cual se obtienen los parametros de color “L” (luminosidad), “a” (Matiz rojo-

verde) y “b” (Matiz amarillo-azul) de la muestra a medir (Ocafio-Higuera et al., 2007).

Uno de los principales problemas en la industria de los productos de la pesca es la
decoloracion posmortem que sufren los organismos durante el almacenamiento en hielo y/o
congelado. La pérdida de color en el musculo se atribuye debido a la oxidacion de algunas
hemoproteinas en el musculo de pescado durante el almacenamiento (Chaijan et al., 2005).

Textura. La textura del musculo de los animales acuéticos se ve afectada por
diferentes factores como el tipo de musculo, el contenido de proteinas y el contenido de lipidos.
Después de la muerte del animal, algunas enzimas autoliticas y la accién microbiana son
activadas, haciendo que el musculo pierda su elasticidad y firmeza al transcurrir el tiempo

posmortem (Tingting et al., 2013).

Bajo condiciones posmortem, la textura se ve influenciada por el rigor mortis, el grado
de descenso de pH muscular, la protedlisis de proteinas miofibrilares y tejido conectivo y la

temperatura de almacenamiento (Roth et al., 2006).

La suavidad del musculo esta asociada a la desaparicion de los discos Z, la disociaciéon
del complejo actinomiosina, la destruccion de conectina y la desnaturalizacion del tejido
colaginoso. La pérdida de textura esta relacionada con la actividad de proteasas enddgenas
(calpainas, colagenasas y catepsinas lisosomales) sobre las proteinas miofibrilares, debido a
que la mayoria de estas son activas a pH de 5.5 - 6.5. La firmeza de los productos pesqueros
tiene una fuerte relacién con la cantidad de colageno presente en el musculo, el cual es el
principal constituyente del tejido conectivo (Ashie et al., 1996; Diaz-Tenorio, 2006; Roth et al.,
2006)

Capacidad deretencion de agua. La capacidad de retencion de agua (CRA) se define
como la habilidad de una muestra por retener sus fluidos bajo condiciones especificas
definidas. Esta caracteristica es una de las principales propiedades funcionales de las
proteinas y la de mayor utilizaciéon en la tecnologia de productos carnicos y pesqueros
(Magdaleno y Valdéz, 1994).



Esta determinada por las caracteristicas del animal, entre ellas: la especie, sexo, tipo
de musculo; asi como también por factores fisicos y quimicos como el pH, presencia de iones
divalentes, adicién de sales, temperatura y cambios posmortem (Dominguez y Gutiérrez,
1993).

Asimismo, la CRA también depende de la cantidad de aminoacidos polares y no polares
que la integren, asi como de la facilidad que tienen de interaccionar con moléculas de agua a
través de puentes de hidrogeno. Los aminoécidos polares son los grupos que ejercen una
mayor influencia en las interacciones proteina-agua. Los grupos mas importantes de los
aminodcidos polares son los acidos carboxilicos (-COOH), grupos amino (-NH.) y los grupos
hidroxilos (-OH), los cuales tienen una mayor capacidad para ligar agua cuando se encuentran
en su forma ionizada, por lo que el pH del medio es de fundamental importancia (Ocafio-
Higuera et al., 2007).

Muchas de las propiedades fisicas de la carne (color y textura en carne cruda) y de la
aceptacion (jugosidad y blandura) dependen de su capacidad para retener agua (Rengifo y
Ordofiez, 2010). La CRA es una de las propiedades funcionales de mayor utilizaciéon en la
tecnologia de productos carnicos, ya que todas las caracteristicas requeridas en el producto
final se encuentran influenciadas por la CRA del masculo (Kristoffersen et al., 2007).

Se ha descrito que la CRA es considerada como un buen indicador para la evaluacion
de la calidad, ya que se ha demostrado que su disminucion es el resultado de la pérdida de
frescura (Wang et al., 2006)

Cambios por Accion Bacteriana

La calidad y seguridad son aspectos de suma importancia para la industria alimentaria.
Deficiencias en ellos, generan intoxicaciones alimentarias con diferentes niveles de gravedad,
los cuales van desde una leve indisposicion (vomito, disenteria, etc.) hasta una enfermedad

cronica o potencialmente mortal (Huss, 1995).

Actualmente, la industria de la pesca y de la acuicultura sufren grandes pérdidas

economicas debido al rapido deterioro de este grupo de alimentos como consecuencia de la



microbiota que presentan, en donde en su mayoria son bacterias Gram negativas de origen
deteriorativo (Huss, 1995).

La velocidad del deterioro microbiolégico no solo depende de los microorganismos
presentes, sino también de la combinacién quimica del producto y del tipo de carga microbiana
inicial (Rodriguez-Sauceda, 2011).

Bacterias responsables del deterioro del pescado. El deterioro por accion
bacteriana se debe a microorganismos que estan presentes en el pescado fresco en tres
puntos especificos: limo externo, agallas e intestinos. Sin embargo, no todos los
microorganismos presentes son igualmente causantes de los cambios de calidad.
Photobacterium sp, Shewanella putrefaciens, Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas spp,
Aeromonas spp Yy bacterias lacticas son miembros de la microbiota de los pescados de agua
templada. Sin embargo, S. putrefaciens es el organismo especifico del deterioro de los
pescados y mariscos de agua fria almacenados sobre hielo, produciendo trimetilamina y
sulfuro de hidrégeno. Pseudomonas spp y Shewanella spp son los agentes especificos del
deterioro de pescados de agua mar templada, mantenidos en hielo. Pseudomonas fluorescens
y Pseudomonas lundensis son las especies predominantes, mientras que Pseudomonas fragi
y Pseudomonas putida son detectadas con menos frecuencia. La temperatura de
almacenamiento y la composicion de la atmdsfera afecta la proporcién de las especies

mencionadas en la poblacién final del pescado (FAO, 2015).

Principales reacciones de deterioro bacteriano. El deterioro del pescado es debido
principalmente a la autolisis, la oxidacién quimica de lipidos, el crecimiento bacteriano y el
metabolismo resultante en la formacién de compuestos de olor desagradables, siendo estos
ultimos los méas importantes. Algunas reacciones de deterioro pueden ser usadas para evaluar
la situacidn bacteriolégica de los productos pesqueros. Segun lo descrito anteriormente, han
sido desarrollados agares en los cuales es posible el recuento de organismos productores de
H.S. Durante el deterioro del pescado magro de carne blanca, una de las principales
reacciones de deterioro es la reduccion bacteriana del 6xido de trimetilamina (OTMA) a
trimetilamina (TMA). Cuando el OTMA es reducido a TMA, ocurren algunos cambios fisicos:
disminuye el potencial redox, el pH incrementa y la conductancia eléctrica incrementa. La
medicion de estos cambios, en un sustrato rico en OTMA inoculado con la muestra, puede

utilizarse para evaluar el nivel de organismos con potencial de deterioro; asi, cuanto mas
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rapido ocurre el cambio mayor es el nivel de organismos del deterioro. Los cambios del
potencial redox en un sustrato que contiene OTMA pueden ser registrados por electrodos u
observando el color de un indicador redox; y también mediante determinaciones
conductimétricas, el tiempo transcurrido hasta que se registre un cambio significativo es

inversamente proporcional a la cantidad inicial de bacterias (FAO, 2015).

Peliculas y Recubrimientos Comestibles en Alimentos

Hoy en dia, la industria alimentaria moderna se enfrenta a una serie de retos y requiere
de enfoques especificos para poder superarlos. Uno de estos cambios es la utilizacion de
nuevos empaques de alimentos para aquellos productos con una vida de anaquel corta. Sin
embargo, el uso de empaques convencionales como el plastico y sus derivados es efectivo
para la preservaciéon de alimentos, aunque estos materiales provocan graves problemas
ambientales. Esta problematica requiere que los tecnélogos en alimentos y los especializados
en empaques busquen alternativas para superar los dafios que ocasionan estos tipos de
materiales de embalaje. La blisqueda de empaques de materiales econémicos es un tema

muy importante en la industria alimentaria (Aider, 2010)

Las peliculas comestibles se definen como matrices continuas que pueden ser
formadas por proteinas, polisacaridos y/o lipidos (Banker, 1966). La diferencia entre una
pelicula y un recubrimiento comestible (RC) radica en el método de elaboracién y formacion.
Los recubrimientos se forman directamente en la superficie de un alimento, mientras que las
peliculas se elaboran de forma separada y en algunas ocasiones tienen la funcién como

pelicula de soporte (Avila et al., 2008).

Funcién de los Recubrimientos Comestibles en Alimentos

Debido a que en la mayoria de los alimentos el crecimiento microbiano se desarrolla
en las superficies y que dicho crecimiento es la principal causa de deterioro microbiano, la

elaboracion de RC se ha convertido en un area de investigacion prometedora. Los RC no estan
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disefiados con la finalidad de reemplazar los materiales de empaques sintéticos, su
importancia recae en la capacidad de actuar como un conjunto para mejorar la calidad del
alimento en general, extender el tiempo de vida de anaquel y mejorar la eficiencia econémica

de los materiales para empaquetamiento (Kester y Fennema, 1986).

Una de las funciones méas importantes de los RC en la industria alimentaria es la
reduccion de la pérdida de humedad, debido a que se deben de mantener ciertos niveles de
actividad de agua (Aw) ya que es un factor de suma importancia en la calidad y seguridad del
alimento (Labuza y Contreras-Medellin, 1981).

Ademas de la retencibn de humedad del producto, se han encontrado diferentes

propiedades funcionales de las peliculas o recubrimientos comestibles en alimentos (Tabla 1).

Tabla 1. Funciones de los recubrimientos comestibles (Kester y
Fennema, 1986)

Reducir la pérdida de humedad

Reducir el transporte de gases (CO;, O, etc.)
Reducir la migracion de aceites y grasas
Reducir el transporte de solutos
Mejorar de las propiedades mecanicas y de manejo de los alimentos
Proveer integridad estructural al alimento
Retener componentes volatiles

Contener aditivos

Recientemente, se han utilizado las propiedades funcionales de los RC para obtener

aplicaciones importantes en la industria alimentaria. Los RC se han utilizado como barrera
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contra oxigeno y humedad, retarda el crecimiento microbiano, controla el balance de humedad,

aumenta la integridad estructural del alimento, entre otras (Tabla 2).

Tabla 2. Aplicaciones de los recubrimientos comestibles (Yu-Hernandez,

2004)

Propdsito

Aplicaciones

Proveer una proteccion individual

contra la humedad y el oxigeno

Retardar el crecimiento microbiano
externo
Controlar el balance de humedad
dentro de un alimento heterogéneo
Mejorar las propiedades mecanicas
Proveer integridad estructural para
reforzar la estructura del alimento
Restringir la migracion de humedad
Proteger las piezas que estaran

dentro de tazas o bolsas

Proteger las superficies o el

empacado de la absorcién de grasa

Mejorar la apariencia del alimento,

anadiéndole brillo

Impartir o mejorar sabor y color

Pescado fresco, queso, carne y

derivados, botana.

Alimentos de humedad intermedia

Pizzas, sandwiches, pasteles

Cacahuates, camarones, botana, jaiba

Carne reestructurada, pescado,

alimentos liofilizados

Frutas, horneados, congelados

Quesos, congelados, helados

Cubos de queso, fruta seca, botana,

congelados

Productos de panificacion, frutas,

botana

Alimentos diversos

Los RC tienen la capacidad de incorporar agentes antimicrobianos para proveer
estabilidad microbiol6gica a los alimentos, ya que sirven como acarreadoras de un amplio
namero de compuestos, los cuales incluyen enzimas, agentes quelantes, bacteriocinas,
benzoatos, propionatos, parabenos, sorbatos, agentes curantes y antimicrobianos de origen

natural como los aceites esenciales. Estos compuestos tienen la capacidad de extender la vida
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de anaquel de un producto y reducir el riesgo de crecimiento de patdégenos en la superficie de
los alimentos (Rooney, 2002; Cagri et al., 2004; Min y Krochta, 2005; Lin y Zhao, 2007;
Ozdemir y Floros, 2008).

Principales Componentes de los Recubrimientos Comestibles

Los recubrimientos comestibles estan formados principalmente por tres componentes:
polimero, solvente y plastificante. Se considera al polimero como el constituyente mayoritario
de un RC. Se utilizan polimeros como hidrocoloides o lipidos.

En la Tabla 3 se presentan los principales hidrocoloides y polimeros utilizados para la
sintesis de RC, sin embargo, la concentracion de cada componente determinard las
propiedades mecanicas y de barrera sobre el alimento (Donhowe y Fennema, 1994; Cha y
Chinnan, 2004).

Tabla 3. Principales materias primas utilizadas en peliculas y recubrimientos comestibles
(Cagri et al., 2004).

Colageno Proteina de suero de leche Quitosano
Caseina Gluten de trigo Celulosa
Zeina de maiz Proteina de soya Almidon
Gelatina Alginatos

En cuanto al solvente, es necesario el uso de un compuesto que sea adecuado e inocuo
para alimentos. Generalmente se limita al uso de agua con una gran variedad de valores de
pH para poder solubilizar el polimero; en raras ocasiones se utilizan soluciones acuosas de
etanol (Banker, 1966; Guilbert, 1996).

El plastificante es un componente muy importante para poder formar los RC. El uso de
los plastificantes tiene como objetivo principal emulsificar fases que no son miscibles, ademas

de impartir caracteristicas particulares a la pelicula como flexibilidad y cierta resistencia.
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Los plastificantes suavizan la rigidez de la estructura de la pelicula, incrementando la
movilidad de las cadenas poliméricas y reduciendo las fuerzas intermoleculares, con esto se
mejoran las propiedades mecanicas como la elongacion. Es importante que el plastificante sea
miscible en el polimero, generalmente se utilizan compuestos de bajo peso molecular y de alto
punto de fusién. El sorbitol, glicerol, manitol, sacarosa y polietilenglicol son los plastificantes
de grado alimenticio mas utilizados (Banker, 1966; Donhowe y Fennema, 1994; Guilbert, 1996;
Cagri et al., 2004; Srinivasa y Tharanathan, 2007).

La Figura 3 da una representacion esquemaética de la conservacion de los alimentos
mediante el uso de RC que pueden tener actividad, evitando el deterioro en un alimento
provocado por la respiracion, ganancia de humedad, desarrollo superficial de microorganismo
u oxidacion (Guilbert et al., 2002).

Aditivos
alimentarios
.

Difusion de aditivos
alalimento

Transferencia
* de gases y
) humedad
o Almacenamiento
a) Sin recubrimiento
comestible
Aditivos en el
recubrimiento Retencién E:nr:;glrgr?cna
N superficial de gases y
¢, de aditivos humedad
-
-l

Almacenamiento

b) Con recubrimiento
comestible

Figura 3. Representacion esquematica de la conservacion de alimentos
con y sin peliculas comestibles adicionadas con diversos tipos de

aditivos (Elaboracion propia, modificada de Rooney, 2002).
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Quitosano

La produccibn mundial de crustaceos, calamar y pulpo se ha incrementado
enormemente en los Ultimos afios, y con ella la generacion de deshechos contaminantes. Los
residuos de crustaceos contienen principalmente del 30-40% de proteinas, 30-50% de
carbonato de calcio y 20-30% de quitina, proporcién que varia segun la especie, edad,
alimentacién y temporada de captura (Daum et al., 2007; Luna et al., 2006). La quitina es un
polisacarido de aminoazUcares, es el segundo polimero natural mas abundante en el mundo
después de la celulosa. Constituye una parte importante del exoesqueleto (caparazones,
cascaras, tenazas y conchas) de crustaceos como camarones, cangrejos y langostas; también
esta presente en insectos y aracnidos, asi como en las paredes celulares de algas verdes,
hongos filamentosos y levaduras (Plascencia-Jatomea et al., 2014).

Dentro de los principales derivados de la quitina se encuentra el quitosano y los
guitooligémeros, de hecho, practicamente toda la quitina que se extrae se utiliza casi de forma
exclusiva para la produccion de quitosano, oligosacaridos y glucosamina; estos compuestos
se caracterizan por ser naturales, no toxicos y de bajo o nulo impacto ambiental, ademas de
ser inocuos y estar ampliamente distribuidos en la naturaleza (Daum et al., 2007; Kurita, 2006;
Srinivasa y Tharanathan, 2007). Las peliculas o recubrimientos comestibles pueden ser

elaborados a partir de una gran variedad de polimeros, solventes y plastificantes.

Dentro de los polimeros mas importantes debido a las diversas propiedades que
presenta, se encuentra el quitosano, el cual posee propiedades especificas que lo hacen Unico

comparado con otros materiales.

Generalidades del Quitosano

El quitosano es un heteropolisacarido que se encuentra en casi un tercio del total de la
pared celular de algunos hongos (Agull6 et al., 2003), sin embargo, su principal fuente de

obtencién es mediante la desacetilacion alcalina de la quitina (Majeti y Kumar, 2000).
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La quitina es un homopolisacarido formado por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-
glucopiranosa (GIcNAc, N-acetil glucosamina) unidas por enlaces glicosidicos B (1-4), y
constituyen la mayor fuente de contaminacién en zonas costeras (Majeti y Kumar, 2000). La
extraccion de la quitina se lleva a cabo por una remocion acida del carbonato de calcio
(desmineralizacion), generalmente utilizando altas temperaturas con HCI, HNO3, etc. seguido
de una desproteinizacion (remocién de proteinas). En este paso se utilizan normalmente
tratamientos alcalinos (NaOH). En su extracto crudo, la quitina es altamente ordenada en una
estructura cristalina y transltcida. Sin embargo, es débilmente soluble y posee una reactividad
bastante baja (Goy et al., 2009).

El quitosano es el derivado N-desacetilado de la quitina. La reaccién de la
desacetilacion, es decir, la pérdida del grupo acetilo del grupo amida del carbono 2, da lugar a
un grupo amino en esa posicion (Figura 4), y cuando la desacetilacién del material de partida
es incompleta se obtiene una mezcla de cadenas que contienen residuos de unidades GIcNAc
y 2-amino-2-desoxi-3-D-glucopiranosa (GIcN) unidos por enlaces glucosidicos ((1-4), cuya
relacibn depende de las condiciones de reaccidén y que genera quitosanos con distintas

propiedades estructurales, fisicas, quimicas y funcionales (Majeti y Kumar, 2000).

\\ :
CH,0H N o~ A
)TN /T
( \ 0 y / O
HO— T HO" 0
N 0 CH,OH
H/ \C,)()
SR,
Quitina
O
”\ /C—(TH!
7’\()/
1—(5
T cH0H

Quitosano

Figura 4. Representacion esquematica de las estructuras

guimicas de la quitina y quitosano (Goy et al., 2009)
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El quitosano es caracterizado por su peso molecular y por su grado de acetilacion.
Comercialmente el quitosano esta disponible como > 85% de unidades desacetiladas (grado
de acetilacién < 15%) y pesos moleculares entre 100 y 1,000 KDa. No existe un estandar
especifico para clasificar el peso molecular del quitosano, pero ha sido aceptado como
quitosano de bajo peso molecular (QBPM) < 50 KDa, quitosano de mediano peso molecular
(QMPM) de 50-150 KDa y quitosano de alto peso molecular (QAPM) > 150 kDa (Goy et al.,
20009).

El quitosano es una base débil y es insoluble en agua, pero soluble en soluciones
acuosas acidas diluidas por debajo de su pKa (~ 6.3) en el cual, las unidades de glucosamina
(-NH.) pueden convertirse a su forma protonada soluble (-NHs*). La solubilidad del quitosano
depende de varios factores, entre ellos el origen bioldgico, el peso molecular y el grado de
acetilacion (Shepherd et al., 1997).

En los dltimos afios, se han reportado una gran cantidad de propiedades funcionales
del quitosano. Entre las propiedades mas importantes del quitosano se encuentran su
actividad antimicrobiana, su poder de unién y su actividad antioxidante. Ademas por sus
caracteristicas bioldgicas es utilizado en alimentos, industria farmacéutica, industria textil,
agricultura, tratamientos de aguas e industrias de cosméticos (Domard, 2011; Kim y Thomas,
2007; Kong et al., 2010; L6pez-Caballero et al., 2005).

Actividad Antimicrobiana del Quitosano

Existen numerosos estudios acerca de la actividad antimicrobiana que posee el
quitosano. Dicha actividad se ve influenciada debido a varios factores como el tipo de
quitosano, el grado de desacetilacion, el peso molecular, las condiciones del medio donde es
aplicado (pH, fuerza ib6nica, presencia de solutos susceptibles a la reaccion con las
interacciones electrostaticas o covalentes de algunos componentes presentes en el medio,
etc). Sin embargo, es generalmente reconocido que las levaduras y los mohos son el grupo
de microorganismos mas sensible ante el quitosano, seguido de bacterias Gram positivas y
bacterias Gram negativas. El quitosano de bajo peso molecular (QBPM) es mas soluble en
agua que el quitosano de alto peso molecular (QAPM), la solubilidad del quitosano es

importante debido para reaccionar con los sitios activos de los microorganismos, aunque es
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bien sabido que el QBPM presenta poca o0 nula actividad antimicrobiana o antifingica. El
quitosano con un alto grado de desacetilacion posee un mayor poder antimicrobiano, debido
al aumento de grupos amino (-NHz) en la molécula lo cual aumenta la solubilidad en agua y la
carga neta (Aider, 2010).

Como ya se mencion6 anteriormente, es bien sabido que la actividad antimicrobiana
del quitosano aumenta al incrementar el grado de desacetilacion y el peso molecular (Dash et
al., 2011) y en la literatura se han propuesto varios mecanismos para describir esta actividad.
Algunos mecanismos son: a) la activacion de procesos de defensa de los tejidos del huésped;
b) acciébn como un agente quelante; c) formacion, generalmente por QAPM, de una capa
impermeable en la superficie de la célula; d) adsorcion y floculacion de sustancia
electronegativas en la célula perturbando las actividades fisiolégicas; y €) muerte de los
microorganismos (Aranaz et al., 2009; Alishahi y Aider, 2011; Savard et al., 2002).

Los principales mecanismos asociados al poder antimicrobiano radican en la
interaccion de cargas a través de los grupos aminos de la molécula de quitosano con los
grupos cargados negativamente en la superficie de las células, lo cual modifica la
permeabilidad evitando la entrada o salida de materiales esenciales para la célula. A demas,
la unién integra del quitosano con las cargas negativas del ADN de las células da lugar a la
inhibicion de la sintesis de ARN mensajero, evitando la produccion de proteinas. A pesar de
lo anterior, el mecanismo exacto de la actividad antimicrobiana del quitosano sigue siendo

ambiguo; mas aun, varia en funcion del modo de aplicacion (Plascencia-Jatomea et al., 2014).

Principales Aplicaciones del Quitosano

La quitina y el quitosano poseen estructuras Unicas y propiedades multidimensionales,
funciones altamente sofisticadas y ampliamente aplicadas en varias industrias (Pillai et al.,
2009), como en la acuacultura, odontologia, produccion de membranas (Park y Kim, 2010),
asi como también en el &rea médica, quimica analitica, liberacién controlada de farmacos
(Hernandez, 2004; Rinuado, 2006), purificacion de aguas residuales y la quelacién de iones

metalicos.
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Ademas, posee aplicaciones como agente antimicrobiano, enlazante de grasas,
proteccion de células cancerigenas, agentes hipocolesterolémicos, antioxidantes, piel
artificial, apositos para heridas (Wasikiewicz y Yeates, 2013) y en terapia de genes (Prashanth
y Tharanathan, 2007).

Alimentos. La utilizacion de conservantes naturales para aumentar la vida de anaquel
de los alimentos se ha convertido actualmente en una estrategia popular. La quitina y sus
derivados se utilizan ampliamente para la sintesis de recubrimientos comestibles para
preservar la calidad y frescura, asi como también extender la vida de anaquel de algunos
alimentos (Qiu et al., 2013).

Se han desarrollado RC a base de quitosano para su uso en frutas y vegetales tales
como fresas, toronjas, litchi (Ramos-Garcia et al., 2012), esparragos verdes (Qiu et al., 2013),
manzanas (Shao et al., 2012), naranjas (Bashir et al., 2011), mango (Chien et al., 2006),

champifiones (Eissa, 2007), melon (Ruiz-Cruz et al., 2010), entre otros.

A pesar de la gran cantidad de estudios que se han llevado a cabo sobre RC en
alimentos de origen vegetal, en productos carnicos se ha utilizado el quitosano, por su alta
actividad antimicrobiana, para controlar los principales patdégenos involucrados en la
transmision de enfermedades a los seres humanos; ademas, se utiliza debido a su eficacia
en el almacenamiento de la carne y sobre el mejoramiento de sus propiedades organolépticas
(Valenzuela y Arias, 2012).

Diversas investigaciones en alimentos de origen animal demuestran que los RC a base
de quitosano prolongan la vida de anaquel, ademas mantienen la frescura y calidad de los
productos alimenticios. Darmadji e Izumimoto (1994) demostraron que el quitosano disminuia
significativamente la oxidacion de lipidos en la carne de vacuno. Lee y col (2003) observaron
que al utilizar quitosano de 30 y 120 kDa en trozos de carne de cerdo, se prolongo la vida de

anaquel del producto y se presenté una menor oxidacion lipidica.

Park et al. (2010) reportaron una mayor duracion del color rojo caracteristico de la
carne vacuna, al ser recubiertas con peliculas de polietileno de baja densidad y quitosano en
acido lactico. Vargas et al. (2011) lograron incrementar el contenido de metamioglobina en

hamburguesas de carne de cerdo.
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Ramezani et al. (2014) compararon la efectividad de recubrimientos de quitosano y
nanoparticulas de quitosano en filetes de carpa plateada, demostrando que los RC a base de
quitosano prolongaban la vida de anaquel del filete en condiciones de refrigeracion, siendo
mas efectivos los RC de nanoparticulas de quitosano.

Yuan et al. (2015) evaluaron el efecto de un RC a base de quitosano sobre la calidad
y vida de anaquel del camaron blanco del pacifico almacenado en hielo, demostrando que
disminuyé significativamente la cantidad de bases volatiles totales y la cuenta total de
mesofilos aredbios. Concluyendo un aumento en la vida de anaquel del producto.

Ojagh et al. (2009) aplicaron recubrimientos comestibles a base de quitosano
enriquecidos con aceite esencial de canela, encontrando que el sinergismo de la actividad
antimicrobiana del quitosano mas la actividad antimicrobiana del aceite esencial de canela,
prolong6 la vida de anaquel en filetes de trucha arcoiris almacenada en condiciones de

refrigeracion.

Compuestos Antimicrobianos Naturales

Los animales utilizan el sistema inmunolégico como barrera de defensa contra
microorganismos patdégenos que intentan invadir al organismo. Las plantas carecen de este
tipo de defensa bioldgica, sin embargo, diferentes investigaciones demuestran que utilizan

metabolitos secundarios para evitar la proliferacion de microorganismos.

Algunos compuestos sintéticos utilizados por la industria alimentaria han sido
encontrados en la naturaleza: 4cido benzoico en arandanos rojos, acido malico en manzana,
acido citrico en limones, acido tartarico en uvas, etc. La eficiencia de un compuesto
antimicrobiano depende directamente del tipo, genética, especie y cepa, ademas de diferentes
factores como el pH del medio, actividad de agua, temperatura, composicion atmosférica y la

carga microbiana inicial del producto contaminado (Singh, 2012).

La actividad antimicrobiana de los compuestos fitoquimicos esta determinada por sus
propiedades quimicas, asi como el pKa, los rangos hidrofébicos/lipofébicos, solubilidad y
volatilidad (Stratford y Eklund, 2003). El pH y la polaridad de los compuestos es uno de los
factores mas importantes para aumentar el poder antimicrobiano. La actividad antimicrobiana

también se ve influenciada segun el microorganismo que se desea atacar, ya que depende

21



de la pared celular, membrana celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y de sus
sistemas genéticos. El uso de combinaciones de antimicrobianos es regularmente mas
efectivo que el utilizar un solo tipo de compuesto, debido a que algunos microorganismos no

son inhibidos o eliminados tan facilimente (Beuchat, 2001; Leistner, 1995).

Cuando se combinan dos 0 mas compuestos antimicrobianos pueden suceder tres
efectos. Primero puede haber un efecto aditivo, “el efecto combinado es igual a la suma de
los efectos observados con los agentes probados individualmente o igual al agente mas activo
en la combinacion”. El efecto aditivo ocurre cuando la actividad microbiana del compuesto no
aumenta ni disminuye con la presencia de otro agente. El segundo efecto es el sinergismo,
“el efecto que se observa con una combinacion es mayor que la suma de los efectos
observados de los agentes probados individualmente”. El sinergismo se refiere al incremento
de la actividad antimicrobiana de un compuesto con la presencia de un segundo agente
antimicrobiano. Por Gltimo puede ocurrir el efecto antagénico “la actividad antimicrobiana de
un compuesto es reducida con la presencia de un segundo agente antimicrobiano”
(Rodriguez-Sauceda, 2011).

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales (AE) o aceites volatiles son liquidos aromaticos con
caracteristicas aceitosas obtenidas por destilacion de algunas partes de plantas (flores,
semillas, hojas, frutas y raices). Los compuestos individuales de los aceites esenciales
extraidos de las plantas han sido utilizados en alimentos. Los AE son una mezcla de
componentes como terpenos, alcoholes, cetonas, fenoles, acidos, aldehidos y ésteres (Corbo
et al., 2009; Nychas et al., 2003). La mayoria de los AE han sido clasificados como agentes
generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en ingles). Las propiedades
antimicrobianas de los AE estan relacionadas a la gran cantidad de componentes que
presentan aunque aun no se sabe a profundidad el mecanismo de accion ante las células
bacterianas (Burt, 2004; Lambert et al., 2001).
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Plantas con Compuestos Antimicrobianos

Se han aislado alrededor de 12,000 compuestos procedentes de organismos vegetales
y se estima que constituyen tan solo el 10% de los metabolitos secundarios (Domingo y Lopez-
Brea, 2003). Un porcentaje importante posee cierta actividad frente a los microorganismos.
La razon de ser de estos compuestos se desconoce, aunque existen diferentes teorias. Los
principales grupos de compuestos generados por plantas se muestran a continuacion en la
Tabla 4.

Tabla 4. Grupos quimicos méas importantes con actividad antimicrobiana obtenidos
de plantas (Domingo y Lépez-Brea, 2003).

Grupo quimico Compuesto Planta Actividad
Fenoles simples Timol Thymus officinalis (Tomillo)  General
Acido antémico Matricaria chamomilla S. aureus
Terpenoide Ocimum basilicum Salmonella
Quinonas Hipericina Hypericum perforatum VIH
Taninos Quercus rubra Bacterias
Eucalyptus globulus virus

Melissa officinalis

Cumarinas Matricaria chamomilla Virus

Flavonas Catequina Camellia sinensis Shigella
Isoflavona Millettia thonningii Vibrio
Quercitina Quercus rubra Schistosoma

Alcaloides Coca Erythroxylum coca Cocos Gram +
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Los compuestos fendlicos son los compuestos fitoquimicos mas simples y constituyen
en un anillo fendlico sustituido. Los lugares y el numero de grupos hidroxilo (-OH) en el anillo
parece que estan relacionados directamente con la toxicidad frente a los microorganismos

(Domingo y Lépez-Brea, 2003).

Compuestos fendlicos presentes en la planta de tomate (Solanum
lycopersicum). Las propiedades del tomate han sido extensamente investigadas, sin
embargo pocos estudios se han enfocado a la planta del tomate. La planta del tomate (tallo y
hojas) ha sido descartada debido a que se consideraba basura, sin embargo el contenido
biol6gico de sustancias activas presentes en la planta son hoy en dia una importante fuente
de investigacion (Silva et al., 2014).

Taveira et al. (2012) demostraron que la planta del tomate contiene una gran cantidad
de metabolitos secundarios con actividad biologica, entre ellos los compuestos fendlicos.
Varios estudios demuestran que los compuestos fendlicos poseen actividad antioxidante,
antibacterial y propiedades antivirales (Chiang et al., 2003; Choi et al., 2009; Quideau et al.,
2011).

En 1996, fue estimado que al menos 500,000 especies de plantas, poseian
concentraciones diferentes de componentes bioactivos. Los metabolitos fendlicos presentes
en plantas han sido utilizados en la industria farmacéutica y en la preservacion de alimentos
(Li et al., 2013; Schnitzler et al., 2008; Su y D’Souza, 2011).

Silva et al. (2014) mediante el estudio de extractos fendlicos extraidos a partir de la
planta del tomate, reportaron que la mayor concentracion de compuestos fendlicos se
encontré en las hojas de la planta. Los principales compuestos identificados fueron el acido

gdlico, &cido clorogénico, acido ferulico, acido caféico, rutina y quercetina.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Especimenes de Sierra

Los especimenes de sierra (Scomberomorus sierra) utilizados en el presente estudio,
fueron recolectados por pescadores riverefios en la costa de Bahia de Kino, Sonora, México,
en el mes de octubre del 2015. Los organismos tuvieron un peso y talla promedio de 1.21 +
0.16 Kgy 61.9 + 2.76 cm, respectivamente.

Los pescados se enhielaron para su transporte al Laboratorio de Investigacion en
Alimentos (LIA) del Departamento de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad de
Sonora en un tiempo no mayor a las 4 h poscaptura. Una vez en el laboratorio, los pescados
se lavaron con agua destilada, se filetearon de forma manual para posteriormente aplicar los

tratamientos que mas adelante se describen.

Preparacion del Extracto de la Planta de Tomate

El proceso de extraccion se realizdé de acuerdo a la metodologia descrita por Silva-
Beltran et al. (2014). Esta consistio en pesar y mezclar 35 g de material seco de planta de
tomate con 280 mL de solucion de extraccion (etanol y &cido acético al 5% en una proporcion
95:5). La mezcla se macer6 por 72 h con agitacién constante y en completa oscuridad. Para
obtener el primer sobrenadante, la muestra se filtr6 al vacié en papel filtro Whatman namero
1.

El residuo obtenido se sonicé por 20 min con 50 mL de solucion de extraccion a una
temperatura controlada de 20°C. La muestra se filtr6 para obtener el segundo sobrenadante,

el cual se mezclé con el primero.

El extracto resultante se concentré en un rotavapor (Yamato water bath BM500,
Yamato rotator evaporator RE301), y finalmente, el extracto se almacend a -20 °C hasta su

utilizacion.
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Preparacion y Aplicacién de Recubrimientos Comestibles

Para el presente trabajo se realizaron los siguientes lotes con su respectivo tratamiento:
Lote control (C): Los filetes fueron almacenados directamente en hielo sin ningun tipo de
recubrimiento comestible ni extracto fendlico; Tratamiento de Quitosano-Extracto (QE): Se
aplico el extracto etandlico (0.3% v/v) obtenido a partir de la planta del tomate utilizando como
vehiculo el recubrimiento comestible a base de quitosano (1% p/v); Tratamiento de Quitosano
(Q): Se aplicé a los filetes un recubrimiento comestible a base de quitosano (1% p/v), evitando
la incorporacion del extracto fendlico; Tratamiento de Extracto (E): Unicamente fue aplicado el
extracto obtenido de la planta de tomate (0.3% v/v) a los filetes antes de su almacenamiento.
Todos los filetes fueron colocados en bolsas herméticas antes de haberse almacenado en
hielo.

Para todos los tratamientos, excepto para el C, se utilizé una solucién de acido acético
al 1% v/v donde se homogenizé el extracto obtenido de la planta de tomate y el quitosano,

segun el tratamiento aplicado.

En la elaboracion de los RC para el tratamiento QE, primeramente se homogeniz6
quitosano al 1% (p/v) en una solucién de acido acético al 1% (v/v) durante 8 h con agitacién
magnética. Posteriormente, la solucién se homogenizé utilizando un Ultra-Turrax T18 Basic
(IKA Woeks Inc., Wilminaton, NC) a 36,288 xg durante 2 min. Finalmente, se afiadié glicerol al
0.5% (v/v) como plastificante y se agregoé el extracto de la planta de tomate al 0.3% (v/v). La
solucion se homogeneiz6 a 17,500 xg por agitacion magnética durante 3 min. Los
recubrimientos comestibles fueron aplicados por inmersion de los filetes en la solucién

anteriormente preparada durante 2 min.

Para el tratamiento Q, primeramente se homogeneizé quitosano al 1% (p/v) en una
solucion de acido acético al 1% (v/v) durante 8 h. Posteriormente, la solucion se homogeneizo
utilizando un Ultra-Turrax T18 Basic (IKA Woeks Inc., Wilminaton, NC) a 36,288 xg durante 2
min. Finalmente, se afadio glicerol al 0.5% (v/v) como plastificante. La solucion se
homogeneiz6 a 17,500 xg por agitacion magnética durante 3 min. El recubrimiento comestible

fue aplicado por inmersién de los filetes en la solucién durante 2 min.
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Finalmente, para el tratamiento E, se homogeneiz6 0.3% (v/v) de extracto de la planta
de tomate en una solucién de acido acético al 1% (v/v) a 17,500 xg por agitacion magnética

durante 3 min. Una vez homogenizado, los filetes se sumergieron en la solucion durante 2 min.
Estudio de Almacenamiento

Una vez aplicados los tratamientos anteriormente descritos, los filetes se empacaron
en bolsas de polietileno, para posteriormente almacenarse 15 dias en hielo. Durante este
tiempo, se tomaron muestras a los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15 para llevar a cabo los andlisis de
textura, pH, color, capacidad de retencion de agua (CRA), ATP y productos de degradacién e
indice K. Asimismo, se realizd un andlisis microbioldgico, en donde se determind mesdfilos y

psicrofilos a los 0, 5, 10 y 15 dias de almacenamiento.

Determinaciones Bioguimicas

ATP y Productos de Degradacion

La cuantificacion de ATP, ADP, AMP, IMP, HxR e HX, se realizd6 por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). Para ello se sigui6 la técnica
descrita por Ryder (1985). Esta consistio en preparar extracto homogeneizando 3 g de musculo
con 15 mL de &cido perclérico 0.6 M a 0°C, utilizando un homogeneizador Ultra-Turrax T18
Basic (IKA Woeks Inc., Wilminaton, NC) a 18,000 rpm durante 1 min.

Después, el homogeneizado se centrifugd a 5,500 xg a 0°C en una centrifuga
refrigerada Thermo Electron Modelo IEC-MULTI RF (Thermo Fisher Scientific Asheville, NC
28804), durante 10 min. Posteriormente, se tomé una alicuota de 7 mL del sobrenadante para
neutralizarse hasta un pH de 6.5-6.8 con KOH 1 M, dejandose reposar posteriormente por 30
min a 0°C. Inmediatamente, el perclorato de potasio se removié por filtracion con papel
Whatman No. 4. El sobrenadante se diluyé a 15 mL con agua destilada y las muestras se

almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Para la separacion y cuantificacion de los compuestos por HPLC se inyecté 20 uL del

sobrenadante neutralizado y diluido a un cromatografo Varian Prostar Modelo 240 (Varian, Inc.
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Walnut Creek, CA), utilizando una columna Varian de fase reversa C18 Ultrasphere ODS de
4.6 mm de diametro interno x 250 mm de largo (Beckman Instruments, Inc. Fulleerton, CA).

La fase movil consistio de un buffer de fosfatos compuesto de KH2PO4 0.04 M y KoHPO4
0.06 M. El flujo utilizado fue de 1mL/min. Los nucleétidos, nucledsidos y base nitrogenada se
detectaron a 254 nm con un detector UV-Visible (Varian, Inc. Walnut Creek, CA).

indice K

A partir de la cuantificacién de ATP, ADP, AMP, IMP, HxR e Hx, se procedio a calcular
el indice K. Para ello, se empleé la ecuacion reportada por Sagedhal et al. (1997) y descrita
anteriormente.

Determinaciones Fisicoquimicas

pH

La determinacion del pH muscular se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia

propuesta por Woyewoda et al. (1986).

Para ello, se prepar6 un homogeneizado con 2 g de musculo y 18 mL de agua destilada,
al cual se le introdujo el electrodo de un potenciometro de punta Termo Electron Co. (Orion

420 A). El equipo fue calibrado diariamente con soluciones buffer estandares de pH.

Color

La determinacion del color en el musculo se llevé a cabo por colorimetria de triestimulo

utilizando el espacio de color CIE L*a*b*, para el cual, se utilizd6 un colorimetro MiniScan
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HunterLab. El colorimetro fue ajustado en modo de reflactancia con una abertura en el puerto
de lectura de 0.5 cm. Se obtuvieron los pardmetros correspondientes: L* (luminosidad), a*

(matiz rojo-verde) y b* (matiz amarillo-azul).

El colorimetro se calibr6 de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las
mediciones de los pardmetros anteriormente descritos se realizaron por ambas superficies del

filete (superficie clara y superficie roja).

Textura

Para la determinacion de textura del musculo se utiliz6 un texturometro Shimadzu
Modelo EZ-S Shimadzu 346-54909-33. Para ello, se utiliz6 una celda de corte Warner-Bratzler.
Se registré la fuerza de corte (N) maxima requerida para cortar las muestras empleadas, las
cuales tuvieron dimensiones de 10 x 10 x 20 mm. Se utilizé una celda de compresion de 50 kg
con una velocidad de cabezal de 20 cm/min. La fuerza aplicada fue transversal a las fibras
musculares. La fuerza necesaria para romper el musculo se registré de acuerdo al Sistema

Internacional de Unidades (SI).

Capacidad de Retencion de Agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) de los filetes se calcul6 de acuerdo a la
metodologia descrita por Cheng et al. (1979). Se tomaron 2 g de muasculo y se colocaron en
tubos para centrifuga de 50 mL. La muestra se centrifugd en una centrifuga refrigerada marca
Thermo Electron Modelo IEC-MULTI RF (Thermo Fisher Scientific Asheville, NC 28804) a
19,600 xg durante 60 minutos a una temperatura de 4°C. La capacidad de retencion de agua
se expresd como la pérdida de agua respecto al contenido inicial de la muestra. Para dicha

determinacion se utilizé la siguiente formula:

Pi — Pf

% CRA = 100—( x100)

Dénde:
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Pi = Peso inicial

Pf = peso final después de decantar el agua del tubo y secar la superficie del musculo.

Evaluacién Microbiolégica

Mesofilos Aerobios

La evaluacion de mesofilos aerobios presentes en el masculo se llevé a cabo de
acuerdo a la metodologia descrita por la Norma Oficial Mexicana “recuento de
microorganismos aerobios en placa” (NOM-092-SSA1-1994, 1994). Se tomaron 10 g de
musculo de sierra, los cuales fueron homogenizados con 90 mL de agua peptonada al 1% (p/v)
estéril con ayuda de una licuadora convencional previamente esterilizada. Posteriormente se
prepararon 5 diluciones seriadas tomando 1 mL de la dilucién mayor y mezclando con 9 mL
de agua peptonada al 1% (p/v) estéril. El tubo fue mezclado manualmente durante 7 segundos
con 25 movimientos en un arco de 30 cm aproximadamente. Se tom6 1 mL de cada dilucion y
se coloco en una caja Petri estéril, después, se vaciaron 20 mL de Agar Plate Count (APC).
De cada una de las diluciones, se inocularon por triplicado siguiendo la misma metodologia.
El agar y el in6culo se homogenizaron segin la NOM-092-SSA1-1994, efectuando 6
movimientos circulares derecha a izquierda, 6 movimientos en sentido de las manecillas del
reloj, 6 movimientos de derecha a izquierda y 6 movimientos de frente a atras. Las placas
fueron incubadas en posicion invertida a 35 + 2°C durante 48 h. Finalmente, se realiz6 un
conteo en la dilucién donde se encontraban entre 25 y 250 unidades formadoras de colonia

(UFC). Los resultados se expresaron cdmo Log UFC/g de musculo.

Psicrofilos Aerobios

La evaluacion de psicréfilos aerobios presentes en el musculo se llevé a cabo de

acuerdo a la metodologia descrita por la Norma Oficial Mexicana “recuento de
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microorganismos aerobios en placa” (NOM-092-SSA1-1994, 1994). Se tomaron 10 g de
musculo de sierra, los cuales fueron homogenizados con 90 mL de agua peptonada al 1% (p/v)
estéril con ayuda de una licuadora convencional previamente esterilizada. Posteriormente se
prepararon 5 diluciones seriadas tomando 1 mL de la dilucién mayor y mezclando con 9 mL
de agua peptonada al 1% (p/v) estéril. El tubo fue mezclado manualmente durante 7 segundos
con 25 movimientos en un arco de 30 cm aproximadamente. Se tomo6 1 mL de cada dilucion y
se colocd en una caja Petri estéril, después, se vaciaron 20 mL de Agar Plate Count (APC).
De cada una de las diluciones, se inocularon por triplicado siguiendo la misma metodologia.
El agar y el in6culo se homogenizaron segun la NOM-092-SSA1-1994, efectuando 6
movimientos circulares derecha a izquierda, 6 movimientos en sentido de las manecillas del
reloj, 6 movimientos de derecha a izquierda y 6 movimientos de frente a atrds. Las placas
fueron incubadas en posicion invertida a 4 = 2°C durante 7-10 dias. Finalmente, se realiz6 un
conteo en la dilucién donde se encontraban entre 25 y 250 unidades formadoras de colonia

(UFC). Los resultados se expresaron cdmo Log UFC/g de musculo.

Anadlisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con las herramientas estadisticas clasicas como
promedio y desviacion estandar. Asimismo, se realiz6 un analisis de varianza y la prueba de
rango multiple de Tukey. Para ello, se utilizé el programa estadistico NCSS (Version 6.0.22)
(Kaysvill, Utah). Para cada determinacién se realizaron 4 repeticiones a excepcion de las
determinaciones microbioldgicas donde se emplearon solo 2 repeticiones. Para analizar los

datos se empled un nivel de significancia del 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Efecto Sobre la Bioquimica Posmortem del Musculo de Sierra

Catabolismo de Nucle6tidos

En el masculo de los organismos acudticos, la degradacién de la adenosina-5'-

trifosfato (ATP) representa uno de los cambios posmortem mas significativos.

La concentracion de ATP y sus productos de degradacion hasta Hx, ha sido utilizado
como un buen indicador de frescura en los productos marinos (Massa et al., 2005). En las
figuras 5a, 5b, 5c y 5d se pueden observar valores iniciales de ATP de 0.021 + 0.001, 0.020
+0.001, 0.024 £ 0.001 y 0.021 + 0.001 umoles/g para los tratamientos Control (C), Quitosano
(Q), Quitosano-Extracto (QE) y Extracto (E), respectivamente. Estos valores son menores a
los encontrados por Montoya-Camacho (2013) y Ocafio-Higuera et al. (2009) quienes
reportaron valores iniciales de 0.26 y 0.15 pmoles/g para Oreochromis niloticus y cazon,
respectivamente. Los bajos valores iniciales de ATP en el masculo de sierra pueden atribuirse

al gasto energético del organismo durante el forcejeo en la red.

Por otro lado, el nucleétido predominante en el masculo de sierra en los cuatro
tratamientos fue el IMP, presentando valores iniciales de 0.99 + 0.03, 0.91 £ 0.08, 1.03 + 0.01
y 0.98 + 0.06 pmoles/g para los tratamientos C, Q, QE y E, respectivamente. Sin embargo,
estos valores son menores a los encontrados por Batista et al. (2004) y Castillo-Yafiez et al.
(2006), quienes reportaron 7.0 y 11.3 pumoles/g para los musculos de Brycon cephalu y sierra,
respectivamente. Después de 15 dias de almacenamiento, no se observaron cambios
significativos (p < 0.05) en los valores finales de ATP entre los tratamientos C, Q, QE y E. Sin
embargo, la concentracion de IMP disminuyo (p < 0.05) a0.31+0.17, 0.39 + 0.04, 0.30 £ 0.06
y 0.41 £ 0.13 pmoles/g para los tratamientos C, Q, QE y E, respectivamente.
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Figura 5. Contenido de ATP, ADP, AMP, IMP, HXR y Hx en los filetes de sierra
aplicados con los diferentes tratamientos (control (a), quitosano (b), quitosano-
extracto (c) y extracto (d)) almacenados durante 15 dias en hielo. Los valores son

la media de n = 4 + |a desviacién estandar.
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Ademas, se encontraron cambios significativos (p < 0.05) entre los tratamientos Q y
QE. Por otra parte, la concentracion de Hx aumento (p < 0.05) en cada uno de los tratamientos
avalores de 0.35+0.10, 0.23 £ 0.04, 0.27 £ 0.02 y 0.22 £ 0.02 pymoles/g para los tratamientos
de C, Q, QE y E, respectivamente. No se observaron cambios significativos (p < 0.05) en los
valores de Hx entre los tratamientos. La Hx contribuye a la progresiva pérdida de la calidad,
ya que su acumulacion en el musculo de pescado refleja la fase inicial de la degradacién

autolitica asi como el deterioro bacteriano (Montoya-Camacho, 2013).

indice K

La cuantificacion de la concentracion de ATP y sus productos de degradacion hasta
Hx ha sido la base para calcular el indice K o indice de frescura, el cual es definido como la
proporcion (x 100) de los productos de degradacién del ATP no fosforilados y el total de los

productos de degradaciéon del ATP (Ehira y Uchiyama, 1987).

En la Figura 6 se presenta el comportamiento del indice K en el masculo de sierra
almacenado en hielo durante 15 dias. Los organismos presentaron valores iniciales de 8.63 +
3.05, 13.25 £ 1.71, 1592 + 2.09 y 14.81 + 1.36 % para los tratamientos C, QE, Q y E,
respectivamente. Estos valores iniciales son similares a los descritos por Khalid et al. (2007)
y Liu et al. (2010) quienes reportaron 13.8 y 12 % para los musculos de salmén del pacifico
(Onchrhynchus nerka) y tilapia (Oreochromis niloticus), respectivamente. Sin embargo, estos
datos son menores a los encontrados por Castillo-Yafiez et al. (2006) quienes reportaron un

valor inicial de 21.23 % para el mUsculo de sierra.

Después de 15 dias de almacenamiento, se observé un aumento (p < 0.05) en los
valores finales del indice K encontrando 61.61 + 5.91, 59.38 + 4.83, 50.04 + 2.72 y 48.07
5.32 % para los tratamientos C, QE, Q y E, respectivamente. Estos valores son similares a los
encontrados por Li et al. (2012) y Ocafio-Higuera et al. (2009) quienes reportaron 54.5y 58.9
% para los musculos de carpa (Carassius auratus) y cazon, respectivamente. A demas, estos
valores son menores a los encontrados por Ozogul et al. (2006) y Castillo-Yafiez (2006)
quienes reportaron un valor final de 90.0 y 80.6% para los musculo de rodaballo
(Scophthalmus maximus) y sierra, respectivamente. Finalmente se encontraron cambios

significativos (p < 0.05) en los tratamientos Q y E con respecto al C y QE. En la Figura 6 se
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observa que el indice K presentd un comportamiento lineal (p < 0.05), lo cual puede utilizarse
para predecir el tiempo de deterioro mediante una ecuacion de primer orden.

Los productos marinos con un indice K comprendido entre 0-20% son considerados
como un producto muy fresco, del 21-50% como moderadamente fresco, mientras que un
filete con un indice K mayor al 70% no es recomendable para el consumo humano (Saito et
al., 1959).
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Figura 6. Comportamiento del indice K en el musculo de sierra (Scomberomorus
sierra) almacenado en hielo durante 15 dias. Los valores son la media de n = 4

+ la desviacion estandar.
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Efecto Sobre |la Calidad Fisica del MUsculo de Sierra

pH

En la industria pesquera, un parametro que reviste gran importancia al juzgar la

frescura y calidad de los productos es la determinacion del pH muscular (Copes et al., 2008).

En la Figura 7 se ilustra el comportamiento del pH del musculo de sierra almacenado
en hielo durante 15 dias. Se puede observar que el valor inicial de pH en el lote C fue de 6.44
+ 0.09. Este valor es similar a los descritos por Tomé et al. (2000) y Ocafio-Higuera et al.
(2009), quienes describieron valores iniciales de pH de 6.48 y 6.43 en el musculo de tilapia
(Oreochromis spp)., y cazén (Mustelus lunulatus), respectivamente. Sin embargo, es menor
a los descritos por Montoya-Camacho (2013) y Ocafo-Higuera et al. (2010), quienes
reportaron valores iniciales de 6.77 y 6.78 en el masculo de tilapia (Oreochromis niloticus) y

mantarraya (Raja clavata), respectivamente.

Ademas, se encontraron cambios significativos (p < 0.05) en los valores de pH de los
diferentes tipos de tratamientos comparados con el lote C los cuales fueron de 6.24 + 0.05,
6.25 £ 0.08 y 6.14 + 0.05 para los tratamientos de QE, Q y E, respectivamente. Los bajos
valores de pH iniciales pueden ser atribuidos al proceso al cual fueron sometidos los filetes
de sierra, debido a la solucién de acido acético que se empled para solubilizar el quitosano y

el extracto etandlico para su posterior aplicacion en el filete.

En la Figura 7, también se pueden observar valores minimos de pH de 6.30 £ 0.11 'y
6.16 + 0.17 al dia tres de almacenamiento, para los tratamientos C y QE, respectivamente,
mientras que para los tratamientos de Q y E, los valores minimos se encontraron al sexto dia

del almacenamiento obteniendo valores de 6.01 + 0.06 y 6.08 + 0.10, respectivamente.

La velocidad y el descenso del pH muscular se debe a la acumulacion de acido lactico
y su disociacién en condiciones anaerdbicas posmortem, lo cual esta en funcién a la cantidad
inicial de glucégeno presente en el musculo, de la especie, estrés antemortem, etc. (Tomé et
al., 2000; Batista et al., 2004; Duran et al., 2008; Ocafio-Higuera et al., 2009).
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Figura 7. Comportamiento del pH en el musculo de sierra de los tratamientos C, QE,
Q y E almacenados en hielo. Los valores son la media de n = 4 * la desviacion

estandar.

Después de 15 dias de almacenamiento, se determiné que el pH final fue de 6.51 +
0.13 para el lote C. Este valor es menor a los descritos por Attouchi y Sadok (2009) y Tomé
et al. (2000), quienes reportaron valores finales de pH de 6.80 y 6.73 para los masculos de

Spaurus aurata y Oreochromis spp, respectivamente.

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) de los valores finales
de pH de los diferentes tipos de tratamientos comparados con el lote C, reportando valores
de 6.25+0.07,6.24 £0.21 y 6.01 + 0.06 para los tratamientos QE, Q y E, respectivamente.

Las variaciones en los valores iniciales y finales de pH en el lote C pueden ser
atribuidos a la especie, estacion del afio, dieta, nivel de actividad o estrés durante la captura,
asi como también al tipo de muasculo estudiado (Ocafio-Higuera et al., 2010). Las variaciones
en los valores iniciales y finales de pH en los diferentes tipos de tratamientos (QE, Q y E)
pueden ser explicados debido a que los componentes de los extractos antimicrobianos vy

aceites esenciales naturales interaccionan con las membranas celulares del alimento (de
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origen vegetal u origen animal), lo cual afecta directamente a la actividad metabdlica del
mismo (Sanchez-Gonzales et al., 2011).

El aumento del pH presente en el musculo durante el almacenamiento se asocia
principalmente a la generacion de compuestos volatiles como amoniaco y aminas (histamina,
putrescina, cadaverina y tiramina) producida por via autolitica (Huss, 1998) asi como también
por la accion bacteriana sobre los aminoacidos libres (Liu et al., 2010). Los valores de pH
descritos en el presente estudio se encuentran por debajo de los valores que indican deterioro
bacteriano, los cuales tienden a ser mayores de 7.0 (Woyewoda et al., 1986).

Color

El color es uno de los parametros mas importantes para evaluar la calidad de un
producto marino (Ocafio-Higuera, 2009). En la Figura 8 se presentan los valores obtenidos en
funcion de los pardmetros L*, a* y b* del musculo de sierra en cada uno de los cuatro

tratamientos utilizados.

Parametro L*. Para el caso del parametro L* se observaron valores iniciales de 56.76
+ 4.81, 57.60 + 1.07, 60.78 + 2.55 y 58.96 + 2.40 para los tratamientos C, QE, Q y E,
respectivamente. El valor inicial reportado para el tratamiento C es menor al descrito por
Ocario-Higuera et al. (2010), quienes reportaron 51.54 para el misculo de Raja clavata.
Después de 15 dias de almacenamiento en hielo, los valores finales encontrados fueron de
47.43 + 5.90, 58.34 + 3.51, 55.52 + 2.41 y 54.01 + 2.10 para los tratamientos C, QE, Q y E,
respectivamente. Por otro lado, se encontraron diferencias significativos (p < 0.05) entre el
lote C y el tratamiento QE, obteniendo valores finales de 47.43 £ 5.90 y 58.34 + 3.51 para
ambos tratamientos, respectivamente, mientras que para los lotes Q y E no se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) durante el almacenamiento en hielo con respecto a los
demas tratamientos. El aumento del parametro L* se puede deber a que el masculo presenta
pérdida de fluidos por exudacion, lo cual genera un aspecto acuoso y con ello un aumento de
la luminosidad (Montoya-Camacho, 2013), sin embargo, en el presente estudio no se encontrd

un aumento en este parametro al final de los dias del almacenamiento.
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Pardmetro a*. Con respecto al parametro a*, se encontraron valores iniciales de 7.45
+ 1.06, 6.29 =+ 1.26, 5.82 + 1.08 y 6.80 + 1.15 para los tratamientos C, QE, Q y E,
respectivamente. Estos valores son menores a los reportados por Ocafio et al. (2010) para el
musculo de mantarraya (Raja clavata) obteniendo un valor inicial de 19.33 + 5.06. Esta
diferencia se debe principalmente al tipo de especie, sexo, edad, temporada, etc. Se
observaron cambios significativos (p < 0.05) durante el tiempo de almacenamiento. Por otra
parte, se encontraron valores finales para los tratamientos de C, QE, Q y E de 6.27 + 0.99,
7.14 +1.41, 8.00 + 1.70 y 7.59 + 2.34, respectivamente. Ademas, se encontrd un aumento
significativo (p < 0.05) entre los tratamientos Q y QE, mientras que para los lotes C y E no se
observaron cambios significativos (p < 0.05) durante el almacenamiento.

La disminucion del parametro a* se puede atribuir a que algunas proteinas sarcoplasmicas,
como la mioglobina y la hemoglobina, se solubilizan en el agua que pierde el masculo durante
su almacenamiento (Montoya-Camacho, 2013).

Parametro b*. En la Figura 8 se observa que los valores iniciales para los tratamientos
C, QE, Q y E fueron de 1456 + 1.12, 16.05 + 1.65, 13.01 + 1.28 y 14.42 + 0.79,
respectivamente. Estos resultados son similares a los reportados por Mantilla et al. (2008),
quienes reportaron un valor inicial de b* de 12 para el musculo de Oreochromis niloticus. Por
otra parte, se encontraron valores finales de 14.57 +1.10, 17.77 +1.72,16.96 + 1.76 y 17.70
+ 2.16 para los tratamientos C, QE, Q y E, respectivamente. Se observaron cambios
significativos (p < 0.05) durante el tiempo de almacenamiento del masculo de sierra. A demas
se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre el tratamiento C y los tratamientos

QE y E al final del almacenamiento.
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de sierra almacenado en hielo durante 15 dias. Los valores son la media de

n=4 + la desviacion estandar.

Textura

La textura es una caracteristica importante para la evaluacién de la calidad en los

productos de la pesca (Pornrat et al., 2007) y se considera como uno de los principales

atributos sensoriales durante la evaluacion de la calidad en productos frescos (Nunak et al.,

2011).

En la Figura 9 se observa que la textura inicial del tratamiento C fue de 6.7 + 1.7 N.

Este valor es similar al obtenido por Montoya-Camacho (2013) para el musculo de tilapia

(Oreochromis niloticus), quién reporto un valor inicial de 6.52 £ 0.22 N. Con respecto al tiempo

de almacenamiento en hielo se encontré una disminucion (p < 0.05) de la textura del musculo
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de sierra; sin embargo, no se observaron cambios significativos (p < 0.05) entre los diferentes
tipos de tratamientos, alcanzando al final del almacenamiento valores de 3.9 + 1.0, 4.2 + 2.0,
3.9+1.4y3.3+0.5N para los tratamientos C, QE, Q y E, respectivamente. Estos resultados
son mayores a los reportados por Coronado y Moreno (2011), quienes encontraron un valor
final de 0.06 N en el musculo de tilapia (Oreochromis niloticus) después de 14 dias de

almacenamiento a 0°C.

La suavidad del muasculo esta asociada con la desaparicion de los discos Z, la
disociacion del complejo actinomiosina, la destruccion de conectina y la desnaturalizacion del
tejido colagenoso. La actividad posmortem de las proteasas endégenas sobre las proteinas
miofibrilares parece ser la principal causa que produce la suavidad del musculo, debido a que
algunas de ellas son totalmente activas en el pH posmortem entre 5.5y 6.5 (Ashie et al., 1996)

Los diferentes valores encontrados al inicio y al final del almacenamiento para los
filetes de sierra, pueden deberse principalmente a los componentes utilizados en los
recubrimientos comestibles (quitosano y extracto etandlico), los cuales pueden afectar
directamente la bioquimica posmortem interactuando con proteinas, enzimas,
microorganismos, etc. A demas, el recubrimiento comestible puede afectar en la textura inicial

debido a la rigidez que se presenta al formar el polimero en el alimento.
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Figura 9. Cambios en la textura del masculo de sierra almacenado en hielo

durante 15 dias. Los valores son la media de n=4 + la desviacion estandar.
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Por otra parte, al no encontrar una diferencia significativa (p < 0.05) en los valores
finales entre los tratamientos, se puede deducir que los componentes utilizados en el musculo
de sierra para llevar a cabo el presente estudio, no afectan a las enzimas autoliticas

encargadas de la degradacion de las fibras musculares.

Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

La CRA se define como la capacidad de la carne para retener fuertemente el agua
propia durante la aplicacién de fuerzas externas (Olsson et al., 2003). En la Figura 10 se
observa el comportamiento de la CRA durante el almacenamiento en hielo de los cuatro
tratamientos. Se encontraron valores iniciales de 95.86 + 3.00, 91 + 1.77, 93.60 + 3.18 y 92.95
*+ 2.43 % para los tratamientos C, QE, Q y E, respectivamente. Valores similares fueron
encontrados por Montoya-Camacho (2013) quien reporté 95.4 % para el masculo de tilapia

(Oreochromis niloticus).

Después de 15 dias de almacenamiento, los valores finales de los tratamientos C, QE,
Qy E fueron de 89.12 + 3.59, 91.77 + 3.36, 92.35 £ 0.95 y 94.52 + 2.00, respectivamente. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos al final

del almacenamiento en hielo.

Por otra parte, se observo una disminucion significativa (p < 0.05) en la CRA del
musculo del tratamiento C con respecto a los valores iniciales encontrando un valor final de
89.12 + 2.10 %. Resultados similares fueron descritos por Coronado y Moreno (2011), quienes

reportaron un valor final de 88.5 % para el musculo de tilapia (Oreochromis niloticus).

La pérdida en la CRA del tejido muscular se debe principalmente a la desnaturalizacion
(agregacion y/o hidrélisis) que ocurre en la proteina miofibrilar del muisculo durante el
almacenamiento (Ocafio-Higuera et al., 2009). A deméds, la CRA se ha utilizado como un buen
indicador en la evaluacién de la calidad del masculo de pescado, su disminucion a través del

tiempo se ha relacionado con la pérdida de textura del masculo (Saito et al., 1991)
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Figura 10. Efecto de la CRA en el musculo de sierra almacenado en hielo durante
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Efecto Sobre la Calidad Microbioldgica

Actualmente, la industria de la pesca y de la agricultura sufren grandes pérdidas

econdmicas debido al rapido deterioro de este grupo de alimentos como consecuencia de la

microbiota que presentan, en donde en su mayoria son bacterias Gram negativa de origen

deteriorativo (Huss, 1995). En general, la carga microbiana de los productos pesqueros esta

estrechamente relacionada con las condiciones del ambiente acuético y el nivel inicial de

contaminacion bacteriana, asi como el método de preservacion aplicada, lo que influye en el

crecimiento y supervivencia de las bacterias (Calo-Mata et al., 2008).

43




En la Figura 11 se puede observar el comportamiento de la carga microbiana mesofila
durante el almacenamiento en hielo del musculo de sierra. Al inicio, el masculo de sierra
present6 una carga microbiana de 5.3 + 0.13 Log UFC/g. Este valor es mayor al reportado por
Coronado y Moreno (2011) quienes encontraron un valor inicial de 3.2 Log UFC/g para el
musculo de tilapia (Oreochromis niloticus). Por otra parte, se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) en los valores finales del almacenamiento para los tratamientos QE,
Q vy E con respecto al tratamiento C, obteniendo valores finales de 4.81 + 0.10, 5.20 + 0.44,
5.59 £ 0.56 y 6.98 + 0.69 Log UFC/g, respectivamente. Sin embargo, se observd un aumento

significativo (p < 0.05) de los valores del tratamiento C durante el tiempo de almacenamiento.

En la Figura 12 se observa el comportamiento de la carga microbiana psicrofila del
musculo de sierra. Se encontré un valor inicial de 3.95 + 0.04 Log UFC/g. Al final del
almacenamiento se observaron cambios significativos (p < 0.05) entre los tratamientos QE,
Q y E con respecto al tratamiento C, obteniendo valores finales de 6.08 + 0.07, 6.22 + 0.55,
6.45+0.12y 8.71 £ 0.01 Log UFC/g, respectivamente. La carga microbiana psicrofila para el
dia 15 de almacenamiento del tratamiento C es similar a los valores reportados por Montoya-
Camacho (2013) quien encontr6 un valor final de 8.10 Log UFC/g para el musculo de tilapia

(Oreochromis niloticus) almacenado a 5°C.

Con respecto a la cuenta total de mésofilos y psicrofilos aerobios, el incremento mas
pronunciado que se observé fue el del tratamiento C, por lo que se relaciona bien a los
incrementos en el pH e hipoxantina encontrados en el musculo para el mismo tratamiento. El
hecho de que el tratamiento C tuviera valores finales mayores a los demas tratamientos,
podria deberse a los componentes de cada uno de los lotes utilizados para el presente estudio.
El quitosano y el extracto etandlico poseen actividad antimicrobiana debido a las
caracteristicas fisicoquimicas naturales que presentan en sus estructuras, las cuales pueden
tener interaccion con componentes celulares importantes (enzimas, ADN, ARN, pared celular,
membrana celular, etc.) evitando la reproduccién o crecimiento de ciertos microorganismos.
Ademas, la utilizacion del &cido acético, para poder solubilizar el quitosano, pudo tener un
efecto directo con la actividad antimicrobiana, debido al cambio de pH que se presento en el

musculo de sierra.

El pH y la concentracion de hipoxantina, al igual que la cuenta total de
microorganismos, han sido considerados como indicadores de deterioro en productos

pesqueros (Montoya-Camacho, 2013)
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Los resultados de la actividad antimicrobiana durante el almacenamiento del musculo
de sierra, muestran que el mejor tratamiento para reducir la actividad antimicrobiana mesofila
y psicrofila fue el lote quitosano-extracto (QE), esto podria deberse al sinergismo que ocurre

al combinar los dos compuestos mejorando asi el poder antimicrobiano.

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-027-SSA1-1993) establece como valor
méximo permitido 7 Log UFC/g o 10 000 000 UFC/g de microorganismos para pescado fresco
y/o refrigerado. En base a esto, se puede deducir que el masculo de sierra del tratamiento C
alcanza el valor maximo permitido a los 10 dias del almacenamiento, aproximadamente. Por
otro lado, en el musculo de los tratamientos QE, Q y E se observan valores por debajo de 7

Log UFC/g al dia 15 del almacenamiento en hielo.
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CONCLUSIONES

La combinacion del extracto etandlico obtenido a partir de la planta del tomate y el
recubrimiento comestible a base de quitosano, afecté de manera positiva el incremento en la
vida de anaquel del musculo de sierra, ya que se observaron cambios en los valores de pH,
color, cuenta total de microorganismos, catabolismo de nucleétidos e indice K; sin embargo
no se observaron cambios en la textura y la capacidad de retencion de agua entre los
tratamientos. El quitosano y el extracto etandlico afectaron directamente la actividad
microbiana del musculo de sierra debido a que ambos poseen poder antimicrobiano, por otro
lado, se observé que estos compuestos pudieron tener un efecto sobre la bioquimica
posmortem del masculo, ya que ambos poseen la capacidad de interaccionar con diferentes

estructuras celulares.

De acuerdo al indice K, el quitosano y el extracto fendlico tienen un efecto menor sobre
la biogquimica posmortem al estar combinados en el musculo de sierra; por otro lado, se
observa que la combinacion de ambos compuestos aumenta el poder antimicrobiano ya que

se observo un posible efecto sinergista en los valores finales de mesofilos y psicrofilos.

A partir de los resultados de la actividad antimicrobiana, se encontr6 que la vida util de
los filetes del tratamiento control es de 10 dias aproximadamente, debido a que después de
este tiempo de almacenamiento se observa un incremento en el Log UFC/g, el cudl sobrepasa
el limite maximo establecido por la NOM-027-SSA1-1993 el cual es de 7 Log UFC/g 0 10 000
000 UFC/g; sin embargo, para los tratamientos de quitosano, quitosano-extracto y extracto,
se observoé que al dia 15 del almacenamiento en hielo, los filetes de sierra alin se encontraban
por debajo de 7 Log UFC/g. Lo anterior indica que los lotes quitosano, quitosano-extracto y
extracto, aumentaron la vida de anaquel del masculo de sierra a mas de 15 dias en
almacenamiento en hielo, en comparacion al lote control, en el que se observé un maximo de

10 dias de almacenamiento.
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RECOMENDACIONES

Caracterizar el extracto etandlico con el fin de determinar el compuesto con mayor

actividad antimicrobiana y evaluar su efecto directo en un alimento.

Llevar a cabo un analisis sensorial para complementar los resultados obtenidos del
presente estudio.

Evaluar el efecto del quitosano y el extracto fendlico sobre las enzimas directamente

relacionadas con la degradacion de las proteinas miofibrilares del musculo.
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