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RESUMEN 

La oxidación de lípidos y la contaminación microbiana son las dos causas principales 

que causan deterioro en la carne. La industria cárnica tiene el reto actual de desarrollar 

productos cárnicos inocuos que sean conservados con aditivos naturales. Por lo que el 

objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano del extracto 

crudo de hoja de Pimenta dioica L. (EHP) en hamburguesas de carne de cordero 

durante el almacenamiento. Una primera etapa se desarrolló con un diseño 

completamente al azar que consistió en determinar la actividad antioxidante y 

antimicrobiana in vitro de tres extractos de hoja de P. dioica obtenidos con agua, etanol 

y acetona, respectivamente, analizados en relación a cuatro ensayos colorimétricos 

(Fenoles totales (FT), DPPH, ABTS y FRAP) y actividad antimicrobiana contra dos 

bacterias Gram-positivas y dos Gram-negativas. Posteriormente, por medio de un test 

de aceptación afectiva, se evaluaron tres concentraciones de EHP para garantizar que 

la adición a las hamburguesas no afectara las características sensoriales. En la 

segunda etapa se evaluó el efecto en las hamburguesas almacenadas durante 11 días 

a 4 °C, para lo cual se utilizó un diseño completamente al azar con arreglo factorial 3x4 

que consistió de tres tratamientos: T1= sin aditivo (control CO), T2=1000 ppm de 

extracto de hoja de pimienta (EHP) y T3=200 ppm aditivo sintético (BHA). El efecto 

antioxidante se evaluó a través de la medición del pH, color y oxidación lipídica 

(TBARS) y el efecto antimicrobiano por medio del conteo de la cuenta viable total 

(CVT), bacterias ácido lácticas (BAL) y hongos y levaduras (HyL). De los resultados de 

la primera etapa, se eligió el extracto acuoso ya que presentó actividad antioxidante y 

antimicrobiana similar (p>0.05) a la de los extractos con solventes orgánicos. Respecto 

al test de aceptación afectiva, se eligió la concentración de 1000 ppm la cual obtuvo las 
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calificaciones más altas en la escala hedónica utilizada (p<0.05). Las hamburguesas 

control (T1) presentaron los valores más bajos para el color rojo (P<0.05). El EHP (T2) 

presentó una capacidad equivalente (P>0.05) para retardar la oxidación lipídica hasta 

los 11 días de almacenamiento, en comparación con el BHA (T3) (1.75 mg MDA kg 

carne-1) y cuentas similares (P>0.05) de CVT (7.31 UFC g-1) y LAB (7.49 UFC g-1). La 

adición del extracto acuoso de hoja de P. dioica tiene potencial como antioxidante 

natural en productos cárnicos con la misma eficacia que el aditivo sintético BHA. 

 

Palabras clave: Antioxidantes naturales; Pimenta dioica; cordero; vida de anaquel; 

conservador. 
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ABSTRACT 

Lipid oxidation and microbial contamination are the two main causes of deterioration in 

the meat. The meat industry has the challenge of developing safe meat products that 

are preserved with natural additives. The objective of this work was to evaluate the 

antioxidant and antimicrobial effect of crude leaf extract of Pimenta dioica L. (EHP) in 

lamb meat burgers during storage. A first stage will be rounded up with a completely 

randomized design that consisted of determining the antioxidant and antimicrobial 

activity in vitro of the extracts of the leaf of P. dioica with water, ethanol and acetone, 

respectively, analyzed in relation to four colorimetric tests (Total phenols (FT), DPPH, 

ABTS and FRAP) and antimicrobial activity against two Gram-positive and two Gram-

negative bacteria. Subsequently, through an affective acceptance test, three 

concentrations of EHP were evaluated to ensure that the addition to the burgers did not 

affect the sensory characteristics. In the second stage the effect was evaluated in 

burgers stored for 11 days at 4 ° C, for which it refers to a completely randomized 

design with 3x4 factorial arrangement that consisted of three treatments: T1 = no 

additive (control CO), T2 = 1000 ppm P. dioica leaf extract (EHP) and T3 = 200 ppm 

synthetic additive (BHA). The antioxidant effect was evaluated through the 

measurement of pH, color and lipid oxidation (TBARS) and the antimicrobial effect in 

counting the total viable count (CVT), lactic acid bacteria (BAL) and fungi and yeasts 

(HyL). From the results of the first stage, the aqueous extract was chosen since it 

presented antioxidant and antimicrobial activity similar (p> 0.05) to that of the extracts 

with organic solvents. Regarding the affective acceptance test, the concentration of 

1000 ppm was chosen, which obtained the highest scores in the hedonic scale used (p 
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<0.05). The control burgers (T1) had the lowest values of color (P <0.05). The EHP (T2) 

presented an equivalent capacity (P> 0.05) to delay lipid oxidation up to 11 days of 

storage, in comparison with the BHA (T3) (1.75 mg MDA kg meat-1) and similar counts 

(P> 0.05). ) of CVT (7.31 CFU g-1) and LAB (7.49 CFU g-1). The addition of the 

aqueous leaf extract of P. dioica has potential as a natural antioxidant in meat products 

with the same efficacy as the synthetic BHA additive. 

 

Keywords: Natural antioxidants; Pimenta dioica; lamb; shelf life; conservative.
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I. INTRODUCCIÓN 

El consumo de carne ovina en México se ha ido incorporando a la dieta que se refleja 

en un crecimiento anual de 5.4% (FAOSTAT, 2016). Lo anterior ha permitido la 

diversificación de productos y subproductos ovinos; los cuales son una fuente de 

proteínas, aminoácidos, minerales y vitaminas de un valor biológico importante (Linares 

et al., 2012). Por otro lado, esta riqueza nutricional provoca que la carne se deteriore 

principalmente por dos causas: la oxidación de lípidos y el crecimiento microbiano 

(Dave y Ghaly, 2011). Aunado a lo anterior, el procesamiento también influye en las 

causas del deterioro, de este modo, la manipulación y el deterioro se relacionan 

proporcionalmente, así entre más se manipule un producto, más se predispone al 

deterioro, la carne para hamburguesa pertenece al grupo de los alimentos que más 

rápido se deterioran, debido al rompimiento de membranas del músculo al momento de 

molerla y la manipulación durante su procesamiento (Kim et al., 2013).  

En este sentido, los productores y procesadores de carne se han enfrentado al reto de 

mantener y prolongar la vida de anaquel de toda la gama de productos cárnicos y una 

manera de contrarrestarlo ha sido con la adición de aditivos sintéticos (Carocho et al., 

2014). Sin embargo, se ha demostrado que estos tienen efecto tóxico y cancerígeno 

(Anand y Sati, 2013) lo que ha llevado a evitarlos o sustituirlos en las formulaciones por 

productos de fuentes naturales (Shah et al., 2014). En este aspecto, los extractos 

crudos obtenidos de fuentes vegetales han destacado por la versatilidad de sus fuentes 

de obtención, las cuales pueden ser desde especias (Fernandes et al., 2016), frutas 

(Rodriguez-Carpena et al., 2011) hasta subproductos agrícolas o agroindustriales 

(O'Keefe y Wang, 2006).  

Las hojas de pimienta gorda (Pimenta dioica L.), también conocida como pimienta 

Tabasco, se consideran desechos agrícolas pues no son aprovechadas. Sin embargo, 

han sido reportadas como una fuente prometedora de compuestos fenólicos, los cuales 

han demostrado poseer efecto antioxidante y antimicrobiano in-vitro (Asha et al., 2013). 

No obstante, el efecto antioxidante y antimicrobiano in-vitro de extractos crudos de hoja 

de P. dioica con solventes de diferente polaridad no se ha reportado. Lo que motiva a 

que se realicen investigaciones que demuestren la efectividad de sus fitoquímicos para 
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mantener la vida de anaquel de la carne, protegiéndola de la oxidación lipídica y el 

ataque microbiano, sin alterar sus características sensoriales. 
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II. JUSTIFICACIÓN 

La conservación de alimentos con la adición de extractos naturales ha llamado la 

atención de los investigadores en los últimos 30 años (Shahidi et al., 1992; Moure et al., 

2001; Ayala-Zavala et al., 2010; Shah et al., 2014; Carocho et al., 2018), principalmente 

por los efectos tóxicos y cancerígenos asociados a los aditivos sintéticos, debido a lo 

cual los consumidores se han sensibilizado y alertado (Del Nobile et al., 2012; Sharma, 

2015a; 2015b). Lo anterior, ha motivado que diversas investigaciones se enfoquen en 

demostrar la potencial aplicación de los extractos naturales en una gran variedad de 

alimentos, como frutas (Li Destri Nicosia et al., 2016; Patrignani et al., 2015), legumbres 

(Poimenidou et al., 2016), derivados lácteos (Siwach et al., 2016)  y productos cárnicos 

(Nowak et al., 2016). 

La carne y los productos cárnicos, por su valor nutritivo, contenido de agua y pH neutro 

son susceptibles al deterioro microbiano, oxidativo y enzimático, lo que obliga a poner 

mayor atención en su manejo y elaboración (Dave y Ghaly, 2011). En este contexto, la 

hamburguesa es un producto cárnico que forma un medio idóneo para que la oxidación 

de lípidos y la contaminación microbiana se presenten, principalmente por la molienda 

de la carne, en la que hay manipulación y contacto con superficies, convirtiendo en 

prioridad la búsqueda de alternativas para extender la vida de anaquel del producto 

(Incoronato et al., 2015). Respecto a lo anterior, varios estudios han demostrado que 

los extractos obtenidos de fuentes vegetales pueden ser una alternativa en la 

conservación de la carne para hamburguesa sin alterar sus propiedades sensoriales, 

como el extracto de orégano y toronjil en hamburguesas de cordero (Fernandes et al., 

2013), extracto de uva roja en hamburguesas de cerdo (Garrido et al., 2011) y semilla 

de uva, orégano y romero en hamburguesas de res (Colindres y Brewer, 2011).  

En general, la mayoría de los extractos y aceites esenciales utilizados como 

antioxidantes o antimicrobiano en productos cárnicos provienen de especias, sin 

embargo, también existen reportes del uso de extractos de residuos agroindustriales o 

residuos poscosecha que han demostrado su eficacia en la conservación de productos 

cárnicos, como la pulpa de tomate (Andres et al., 2017), residuos del aceite de oliva 
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(Muíño et al., 2017), cáscaras de frutas (Hayrapetyan et al., 2012) y los residuos del 

vino (Selani et al., 2011).  

Las hojas de pimienta gorda, las cuales durante la cosecha y beneficiamiento se 

descartan ya que son categorizadas como residuos al reportarse como materia extraña 

al momento de comercializar el fruto (NMX-FF-063-1987; De Oliveira et al., 2009; 

Martínez-Pérez et al. 2013), pueden tener aplicación potencial en la conservación de la 

carne, principalmente por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas que han sido 

demostradas in vitro (Sahadeo y Vilas, 2011; Asha et al., 2013; Vázquez-Cahuich et al., 

2013; Aumeeruddy-Elalfi et al., 2015) lo cual se relaciona con sus componentes 

bioactivos principales, como el eugenol, metileugenol y beta-cariofileno (Jirovetz et al., 

2007, Dharmadasa et al., 2015). 

Sin embargo, hasta el momento no se tienen reportes que indiquen los efectos 

antimicrobianos y antioxidantes de extractos de hoja de pimienta en carne o productos 

cárnicos, por lo que este trabajo propuso utilizar el extracto de hoja de pimienta (EHP) 

como aditivo natural para conservar hamburguesas de carne de cordero, mediante la 

evaluación del efecto antioxidante y antimicrobiano para aumentar la vida de anaquel 

de un producto perecedero y aprovechar un residuo poscosecha. 
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III. OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

3.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano del extracto crudo de hoja de P. dioica 

(EHP) en hamburguesas de carne de cordero durante el almacenamiento. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana del extracto crudo de hoja 

de P. dioica in vitro. 

 Establecer la dosis del extracto de hoja de P. dioica adicionado a las 

hamburguesas de carne de cordero por medio de la evaluación sensorial. 

 Evaluar el efecto antioxidante del extracto de hoja de P. dioica sobre el deterioro 

químico en hamburguesas de carne de cordero. 

 Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de hoja de P. dioica sobre el 

deterioro biológico en hamburguesas de carne cordero. 

 

3.3 Hipótesis 

El extracto crudo de hoja de P. dioica muestra un efecto antioxidante y antimicrobiano 

en las hamburguesas de carne de cordero sin alterar su aceptación sensorial. 
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IV. REVISIÓN DE LITERATURA 

4.1 Concepto y composición nutricional de la carne 

La carne es el producto pecuario de mayor valor, su importancia deriva de su riqueza 

nutricional, además de ser un complemento útil para la mayoría de las dietas, en 

especial las de países en desarrollo (FAO, 2016). De acuerdo con la NOM-009-Z00-

1994, la carne es la estructura compuesta por fibra muscular estriada, acompañada o 

no de tejido conjuntivo elástico, grasa, fibras nerviosas, vasos linfáticos y sanguíneos, 

de las especies animales autorizadas para el consumo humano. El componente 

mayoritario de la carne es el agua y el resto comprende principalmente proteínas, 

lípidos, vitaminas y minerales de elevada biodisponibilidad, así como pequeñas 

cantidades de carbohidratos (Jiang y Xiong, 2016). 

Las proteínas que la componen son de alta calidad, ya que contiene todos los 

aminoácidos esenciales en las cantidades adecuadas que nuestro organismo requiere 

para su funcionamiento y crecimiento (Pereira y Vicente, 2013). Las grasas resultan 

imprescindibles para la aceptabilidad de la carne porque influyen de manera importante 

en sus propiedades sensoriales (textura, jugosidad, sabor, aroma, color, entre otros, de 

los alimentos cocinados), estas propiedades dependen de la concentración y 

composición de cada una de las fracciones lipídicas (Andrés et al., 2016). La grasa en 

la carne está compuesta por ácidos grasos y colesterol, en la grasa de cordero 

predomina el grupo de los ácidos grasos monoinsaturados, siendo el ácido oleico el 

principal componente (Karabagias et al., 2011). 

El porcentaje de nutrientes en los principales tipos de carne roja (res, cerdo, cordero), 

es muy similar en la composición total (Williams, 2007). En el Cuadro 1 se muestra que 

no hay diferencias entre el contenido de humedad y proteína, habiendo diferencias en el 

contenido de grasa. En lo referente a la composición específica de macronutrientes 

(aminoácidos esenciales y ácidos grasos) y micronutrientes (vitaminas y minerales), 

existen diferencias para los ácidos grasos y algunos minerales, como se indica en el 

Cuadro 2.  
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Cuadro 1. Composición nutricional promedio por cada 100 g para los principales tipos 
de carne 

 Res  Cerdo Cordero Referencia 
Humedad (g) 73.1 70.39 72.9 Williams, 2007; 

Patterson et al., 
2009 

Proteína (g) 23.2 21.9 21.9 
Grasa (g) 2.8 6.9 4.7 

 

De acuerdo con los cuadros 1 y 2, la carne de cordero puede considerarse como una 

fuente rica de proteínas de alta calidad, vitaminas y minerales. Además, la carne de 

cordero tiene una proporción mayor de ácidos grasos poliinsaturados y saturados (50 

mg 100 mg-1) comparado con la carne de res (38 mg 100 mg-1) y cerdo (22 mg 100   

mg-1), lo cual es benéfico para la salud, ya que ayuda a controlar los niveles de 

colesterol en la sangre (Karabagias et al., 2011). Sin embargo, a pesar de los beneficios 

nutricionales que aportan sus componentes principales, esta composición biológica 

propicia el deterioro de su calidad y la reducción de la vida de anaquel (Jayasena y Jo, 

2013). 

 

Cuadro 2. Composición de aminoácidos, ácidos grasos, minerales y vitaminas para los 
principales tipos de carne 

 Res  Cerdo Cordero Referencia 
Aminoácidos     

Lisina (%) 8.4 7.8 7.6 Hamill y 
Botineştean, 

2016 
Metionina (%) 2.3 2.5 2.3 
Triptofano (%) 1.1 1.4 1.3 

Valina (%) 5.7 5.0 5.0 
Histidina (%) 2.9 3.2 2.7 
Arginina (%) 6.6 6.4 6.9 

Ácidos grasos    
Ácido oleico (mg) 1395 759 1625 

Ácido linoleico (mg) 89 302 125 
Ácido docosahexaenoico (ω-3) 

(mg) 1.63 8.33 7.2 

Minerales y vitaminas    
Hierro(mg) 1.8 0.63 2.0 

Fósforo (mg) 215 209 194 
Vitamina B12 (μg) 2.5 0.53 0.96 
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4.1.1 Carne para hamburguesa 

La carne ha formado parte de la alimentación del hombre desde el inicio de los tiempos 

y en la actualidad el consumidor dispone en el mercado de una gran variedad de 

productos para elegir (Decker y Park, 2010). Uno de ellos es la carne para 

hamburguesa, definido como la carne molida moldeada y envasada, producto obtenido 

de la carne fresca de animales de los géneros Bos, Suis, Ovis, Gallus, procedente de 

rastros que cumplan con lo establecido en las normas oficiales, que es cortada y 

pasada por un molino o picadora, adicionada de otros ingredientes, moldeada, 

envasada y conservada para su venta al público (NOM-034-SSA1-1993). 

En Europa, la carne para hamburguesa y en específico la de carne de cordero está 

clasificada como un tipo de corte cárnico el cual se obtiene de recortes y de carne 

picada o molida de pierna, cuello y falda de corderos de no más de 12 meses de edad, 

y se define como porciones de carne picada con forma redonda y aplanada, a veces 

especiada y a veces sin mezclar con ningún ingrediente (INTEROVIC, 2014). Esto 

surgió como iniciativa del Parlamento Europeo, quien expresó la necesidad de 

productos innovadores en la industria de los pequeños rumiantes, especialmente en el 

caso de la carne de cordero (Aylward, 2008), para que no solo se modificarán los 

patrones de consumo al abrir el abanico de posibilidades de esta carne sino también 

sacar una mayor rentabilidad de la canal (INTEROVIC, 2014). 

Sin embargo, mantener la vida de anaquel de la carne para hamburguesa representa 

un reto para los procesadores, debido a las características intrínsecas del producto, 

como el alto contenido de humedad y nutrientes, además del propio procesamiento ya 

que al momento de moler la carne, ésta se vuelve más susceptible al deterioro 

microbiano y oxidativo (Muthukumar et al., 2014). 

 

4.2 Causas de deterioro de la carne 

La carne es un alimento altamente perecedero, sujeta a varios tipos de deterioro que 

dependen del manejo y condiciones de almacenamiento (Cerveny et al., 2009). Existen 

tres principales mecanismos para el deterioro de la carne y los productos cárnicos 

después del sacrificio y durante el procesamiento y almacenamiento: a) oxidación 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



9 
 

lipídica, b) deterioro microbiano y c) deterioro enzimático autocatalítico (Dave y Ghaly, 

2011). 

 

4.2.1 Oxidación lipídica 

Los efectos perjudiciales de la oxidación en la carne son numerosos. Las reacciones 

oxidativas son responsables de los cambios en el sabor, color, textura y valor 

nutricional, debido a la destrucción de vitaminas liposolubles y ácidos grasos esenciales 

como el ácido linoleico, tanto en carne fresca como en cocida (Baggio y Bragagnolo, 

2006). Las reacciones de oxidación, generalmente, son catalizadas por diversos 

factores como la presencia de oxígeno, luz, calor, metales pesados, pigmentos, 

condiciones alcalinas así como el grado de insaturación de los ácidos grasos (Shahidi 

et al., 1992). 

La oxidación lipídica se define como el deterioro oxidativo de los ácidos grasos 

insaturados, es un fenómeno mediado por radicales libres envolviendo un mecanismo 

de reacción en cadena. Involucra tres etapas: iniciación, propagación y terminación. 

Esta degradación produce compuestos oxigenados, como aldehídos y cetonas (Addis, 

2015) además de malonaldehído, los cuales provocan cambios en las características 

físicas y sensoriales de los productos cárnicos (Cunha et al., 2018). 

 
4.2.2 Deterioro microbiano 

De acuerdo con Lambert et al., (1991), el deterioro microbiano en la carne ha sido 

definido como cualquier síntoma o grupo de síntomas de actividad microbiana que se 

manifiesta por cambios en el olor, sabor o apariencia de la carne y los cuales están 

relacionados con la microflora de la carne. La composición de la microflora en la carne 

depende de factores como: a) prácticas de crianza previas al sacrificio, b) edad del 

animal al momento del sacrificio, c) manejo durante el sacrificio, evisceración y 

procesado, d) control de temperaturas durante el sacrificio, procesado y distribución, e) 

métodos de preservación, f) tipo de envasado y g) manejo y almacenamiento por el 

consumidor (Cerveny et al., 2009). 

La composición de la carne influye en la población de microorganismos del deterioro y 

juega un rol importante en el patrón de deterioro, asimismo, constituye un excelente 
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sustrato para el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos (Kadim y 

Mahgoub, 2007). Como las bacterias responsables del deterioro: Pseudomonas, 

Moraxella, Acinetobacter, Enterobacter, Aeromonas, Brochothrix thermosphacta, 

Lactobacillus spp., Enterobacter (Jayasena y Jo, 2013), bacterias patógenas: 

Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes, Clostridium spp., y Staphylococcus aureus (Dave y Ghaly, 2011), 

hongos: Rhizopus, Sporotrichum, Fusarium, Monilia, Penicillium y Aspergillus (Addis, 

2015) y levaduras: Candida, Torulopsis (Karabagias et al. 2011). 

 

4.3 Conservación de la carne 

La conservación de la carne se ha vuelto imprescindible, por tres causas principales: 1) 

la incidencia de enfermedades transmitidas por carne y productos cárnicos 

contaminados, lo que conlleva a enormes gastos en el sector de salud pública; 2) 

pérdidas económicas para los procesadores y comercializadores como resultado del 

deterioro de la carne en algún punto de la cadena comercial y 3) el desperdicio de 

toneladas de carne que no llegan a consumirse por causa del deterioro afectando la 

seguridad alimentaria aunado al impacto ambiental generado por la crianza de animales 

que no alcanzan el propósito final que es el consumo de su carne (Saucier, 2016). Por 

lo anterior, a lo largo de la historia del consumo de carne se han ido desarrollando 

procesos para su conservación, principalmente aquellos que conciernen al deterioro 

microbiano, aunque se buscan otros métodos para minimizar el deterioro químico, como 

cambios en el color y oxidación (Zhou et al., 2010).  

Los métodos actuales de conservación están generalmente clasificados como: a) 

Control de la temperatura, b) Control de la actividad de agua y c) Uso de conservadores 

químicos o bioconservadores (Zhou et al., 2010). Una combinación de estos métodos 

puede ser usado para disminuir el proceso de deterioro (Fernandes et al., 2015). 

 

4.4 Uso de conservadores químicos: antioxidantes y antimicrobianos 

Una de las estrategias para evitar el deterioro de la carne es la aplicación de 

conservadores, los cuales pueden funcionar como antioxidantes o antimicrobianos 

(Dave y Ghaly, 2011). Los antioxidantes son esenciales para extender la vida útil de la 
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carne, previenen la oxidación de las moléculas mediante la donación de un átomo de 

hidrógeno o de un electrón, reduciéndose a sí mismos en forma de radical, sólo que en 

una forma más estable que no permite reacciones posteriores y por lo tanto, preservan 

la calidad de los productos (Carocho et al., 2014).La peroxidación lipídica y la rancidez 

son los tipos más comunes de oxidación que ocurren en la carne y productos cárnicos 

durante el almacenamiento. La oxidación lipídica se determina a menudo mediante el 

índice de sustancias reactivas de ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Dave y Ghaly, 2011). 

Los antioxidantes químicos más utilizados para evitar la peroxidación lipídica y la 

rancidez son los derivados de fenoles, como el hidroxianisolbutilado (BHA), el 

hidroxitoluenobutilado (BHT), la butilhidroquinona terciaria (TBHQ) y el propilgalato 

(PG), están clasificados como antioxidantes fenólicos sintéticos (Carocho et al., 2014). 

Su uso es extenso con la intención de retardar o prevenir los efectos negativos de la 

peroxidación lipídica mediante la eliminación de los radicales peroxilo portadores de la 

cadena o la disminución de la formación de radicales primarios lipídicos iniciadores 

(desdoblamiento de la cadena) y radicales secundarios (antioxidantes preventivos) 

(Addis, 2015). 

Por otro lado, los antimicrobianos se añaden a los alimentos con los propósitos de: (1) 

controlar el deterioro natural de los alimentos (control de los alimentos) y/o (2) 

evitar/controlar la contaminación por microorganismos, incluidos los patógenos 

(Carocho et al., 2014). Con el objetivo de extender la vida útil de la carne, al reducir la 

proliferación bacteriana durante el sacrificio, transporte, procesamiento y 

almacenamiento (Dave y Ghaly, 2011). Por otro lado, el crecimiento de los 

microorganismos y el deterioro de la carne dependen de la especie de bacteria, la 

disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura, humedad y la atmósfera de envasado 

(Cerveny, 2009). En general, la membrana celular y las enzimas se ven dañadas por la 

presencia de aditivos antimicrobianos (Dave y Ghaly, 2011).  

Los antimicrobianos comunes en la industria alimentaria incluyen: cloruros, nitritos, 

sulfuros y ácidos orgánicos (Addis, 2015). Aunque también se ha reportado que el BHA, 

BHT y TBHQ los cuales tienen propiedades antimicrobianas contra bacterias 

(predominantemente Gram-negativas), hongos, virus y protozoos (Dave y Ghaly, 2011). 
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La eficacia de estos aditivos utilizados también como antioxidantes, puede deberse al 

número de grupos hidroxilo fenólicos disponibles para la eliminación de radicales libres 

(Dave y Ghaly, 2011). Aunque los antioxidantes y antimicrobianos han sido utilizados 

desde hace muchos años por la industria alimentaria, varios estudios han confirmado 

que el consumo excesivo de aditivos sintéticos se relaciona con enfermedades 

gastrointestinales, respiratorias, dermatológicas y reacciones neurológicas adversas 

(Carocho et al., 2014). 

El BHA y BHT están implicados en el trastorno por déficit de atención e hiperactividad 

(TDAH) en niños (Patel, 2015). Además, varios estudios demuestran su 

carcinogenicidad y efecto perjudicial sobre la salud humana y en cepas de ratones para 

análisis clínicos  (Ramadan y Suzuki, 2012).Varios estudios han mostrado evidencia de 

que la eliminación de aditivos sintéticos puede mejorar el trastorno del comportamiento 

(Konikowska et al., 2012). En este contexto, los reportes anteriores crean la necesidad 

de identificar alternativas naturales y probablemente de fuentes más seguras que 

remplacen a los aditivos sintéticos, lo cual podría traer beneficios a la salud y 

funcionalidad en su aplicación (Vuong et al., 2011). 

 

4.5 Obtención de extractos naturales para la conservación de la carne 

Los extractos de plantas como conservadores en la carne y los productos cárnicos se 

han ido incorporando de forma gradual como materia prima en la industria alimentaria, 

como consecuencia del incremento en el consumo de productos con etiqueta limpia 

(Cabarkapa et al., 2016). Los extractos pueden obtenerse de diferentes partes de la 

planta como tallos, hojas, flores, raíces y semillas (Fernandes et al., 2016), así como 

subproductos de la agroindustria (Andres et al., 2017). También pueden extraerse con 

diferentes solventes (Moudache et al., 2016), como el agua, el etanol y las mezclas 

etanol-agua por ser económicos, seguros y sustentables comparados con otros 

solventes orgánicos (Mustafa y Turner, 2011). Las mezclas etanol-agua funcionan para 

extraer los compuestos fenólicos de plantas, debido a su polaridad (Spigno et al., 2007). 

Además al utilizar solo agua, se evitan las regulaciones para el uso de solventes 

orgánicos como medios de extracción y se realiza una extracción amigable con el 

medioambiente  (Wijngaard et al., 2012). 
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Obtenido el extracto, generalmente se determinan sus compuestos fenólicos, entre los 

que destacan los polifenoles, flavonoides, diterpenos y taninos, los cuales son 

responsables de su actividad antioxidante y antimicrobiana (Hygreeva et al., 2014). La 

actividad antioxidante de los compuestos fenólicos, se debe a que previenen la 

formación de radicales libres grasos que reaccionan o absorben oxígeno en el proceso 

de autoxidación, retrasando el inicio del proceso autoxidante en los lípidos (Akarpat et 

al., 2008). 

Por otro lado, los compuestos fenólicos poseen actividad antimicrobiana por la 

presencia de grupos hidroxilo y se reporta que entre mayor número de grupos hidroxilo 

tenga un compuesto fenólico mayor será su toxicidad contra los microorganismos 

(Cowan, 1999). Sin embargo, la actividad antimicrobiana no es atribuible a un 

mecanismo específico, ya que hay varios mecanismos en las células microbianas en los 

que supuestamente los compuestos fenólicos tienen sitio de acción (Burt, 2004). En 

general, los compuestos fenólicos pueden degradar la pared celular, alterar la bicapa 

fosfolipídica de la membrana citoplasmática y dañar las proteínas de la membrana, lo 

que conduce a una mayor permeabilidad de la membrana celular y pérdida de los 

constituyentes celulares (Burt, 2004). 

 

4.6 Efecto antioxidante y antimicrobiano de los extractos naturales en la carne 

Los extractos de plantas han demostrado su efecto antioxidante y/o antimicrobiano en 

varios productos cárnicos (Costa et al., 2015; Kim et al., 2013; Shah et al., 2014). Uno 

de los productos cárnicos que ha sido usado frecuentemente como modelo de estudio 

es la carne para hamburguesas, producto cárnico propenso al deterioro oxidativo y 

microbiano (Schmidt et al., 2016). 

El deterioro oxidativo se debe a la ruptura de las membranas musculares al momento 

de moler la carne, lo cual conduce a la exposición de los lípidos de las membranas a 

iones metálicos que actúan como pro-oxidantes (Mariem et al., 2014), también, durante 

el proceso de producción, la carne puede contaminarse con microorganismos que 

pueden causar su deterioro o transmitir enfermedades al momento del consumo 

(Hulankova et al., 2013).  
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Los extractos naturales obtenidos de fuentes vegetales se han utilizado como 

antioxidantes naturales. Al respecto, Trindade et al. (2009) aplicaron extractos de 

romero y orégano en carne para hamburguesa de res irradiada, encontrando que el 

extracto de romero fue más efectivo que el de orégano en la aceptación sensorial. 

También, Garrido et al., (2011) reportaron que la actividad antioxidante del extracto de 

la pulpa de uva roja disminuyó de manera significativa la oxidación de lípidos respecto a 

las muestras control en hamburguesas de cerdo. Mientras que Fernandes et al. (2014) 

evaluaron diferentes cantidades del extracto de orégano en hamburguesas de cordero, 

las cuales no comprometieron los parámetros fisicoquímicos evaluados y obtuvieron 

mayor aceptación que las hamburguesas control. La inflorescencia de banano, 

considerado un residuo del cultivo en combinación con eritorbato de sodio en 

hamburguesas de carne de cerdo, se encontró un efecto antioxidante al retrasar la 

oxidación de lípidos sin causar daño a las características fisicoquímicas y sensoriales  

(Schmidt et al., 2016). Asimismo, Fernandes et al. (2016) evaluaron el extracto de 

orégano en hamburguesas de ovejas de desecho, los análisis demostraron que la 

adición del extracto a la carne le proporcionó estabilidad en el color y reducción en la 

oxidación de lípidos equivalentes al uso de BHT, lo cual proporcionó también una 

apariencia más saludable. 

Por otro lado, referente al estudio de extractos naturales como agentes antimicrobianos 

en hamburguesas, Kim et al., (2013) evaluaron dicho efecto de dos especies vegetales 

en hamburguesas de res. La adición de los extractos al 0.5% redujo la tasa de 

crecimiento de bacterias aerobias y la actividad antimicrobiana fue más efectiva en 

coliformes. Mientras que Baker et al., (2015) reportan que la adición de 500 ppm del 

extracto de tomillo, en hamburguesas de cordero almacenadas a 4°C, redujo el conteo 

total en placa, las bacterias psicrófilas y coliformes. El efecto antimicrobiano del extracto 

de orégano fue evaluado en hamburguesas de borrego durante 20 días almacenadas a 

2 °C, los resultados mostraron reducción en el conteo total en placa en las 

hamburguesas a las que se les adicionó el extracto comparadas con las que no se les 

adicionó (Fernandes et al., 2016). 
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4.6.1 Residuos agroindustriales como fuente de extractos naturales 

Las hojas de pimienta gorda (P. dioica) consideradas como un desecho durante la 

cosecha de los frutos de la pimienta (De Oliveira et al., 2009) son una fuente de 

componentes fenólicos, de los cuales destacan el eugenol, metileugenol y beta-

cariofileno (Vadlapudi y Kaladhar, 2012). Componentes que contienen un potencial 

antioxidante y antimicrobiano in-vitro (Oussalah et al., 2006; Nayak et al., 2008; Kumar 

et al., 2010). Sin embargo, hasta el momento no se tienen reportes sobre la evaluación 

de extractos de las hojas de pimienta en productos cárnicos (Gochev y Girova, 2009; 

Girova et al., 2010). 

A pesar de los beneficios demostrados que ofrecen los extractos obtenidos de plantas y 

de residuos agroindustriales en la conservación de la carne (Ahmad et al., 2013; Shah 

et al., 2014), algunos de ellos como los de especias y hierbas (orégano, tomillo, romero, 

etc.) tienen aplicaciones limitadas a pesar de su alta actividad antioxidante, ya que 

imparten un sabor característico a hierba y apariencia verdosa (Fernandes et al., 2016). 

Por lo anterior, los productos cárnicos a los que se adicionen necesitan ser aprobados 

por medio de una evaluación sensorial previa para elegir las dosis adecuadas 

(Villalobos-Delgado et al., 2015; Bellés et al., 2017). 

 

4.7 Evaluación sensorial de productos cárnicos con extractos naturales 

Al adicionar un extracto natural como conservador en un producto cárnico se asegura 

su inocuidad, sin embargo, esta adición puede afectar las cualidades sensoriales e 

influir en la aceptación y por lo tanto, impactar en su comercialización (Adeyinka y 

Richard, 2013). La evaluación sensorial es el método utilizado para evocar, medir, 

analizar e interpretar aquellas respuestas a los productos percibidas por los sentidos de 

la vista, el olfato, el tacto, el gusto y la audición (Lawless y Heymann, 2010). Se utiliza 

para analizar la aceptación de los consumidores y la calidad de los productos, actuando 

como una parte inherente al emplear nuevos aditivos en una formulación (Fernandes et 

al., 2013). 

Los tipos de evaluación sensorial pueden clasificarse como análisis descriptivo, análisis 

discriminativo y afectivo (Meilgaard et al., 2016). La prueba de aceptación afectiva se 

utiliza para evaluar la respuesta de aceptación de panelistas no entrenados a un 
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producto, calificando su grado de afición usando una escala hedónica (Lawless y 

Heymann, 2010). La escala hedónica tradicional de nueve puntos desarrollada por 

Peryam y Pilgrim (1957) es la más utilizada para investigar el gusto de los 

consumidores por los productos a evaluar, este método proporciona una escala 

equilibrada con una categoría neutral centrada que trata de producir pasos 

psicológicamente iguales o cambios en el tono hedónico, en la cual 1 significa disgusta 

extremadamente y 9 gusta extremadamente (Lawless y Heymann, 2010). Típicamente, 

la prueba de aceptación involucra de 50 a 150 panelistas que declaren ser 

consumidores habituales o que les guste el producto (Meilgaard et al., 2016). 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Ubicación 

El trabajo de investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Productos Bióticos de la 

División Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Juárez Autónoma de 

Tabasco, ubicado en la carretera Villahermosa-Teapa Km. 25. Ra. La Huasteca, 2ª 

sección, municipio de Centro, Tabasco, México y en el Laboratorio de Instrumentación 

Analítica del Instituto Tecnológico de Mérida ubicado en Avenida Tecnológico s/n en la 

ciudad de Mérida, Yucatán, México. 

 

5.2 Recolección y acondicionamiento de las hojas 

Las hojas de P. dioica se obtuvieron durante la cosecha de la pimienta gorda, en la 

Ranchería Mérida y Guarumo del municipio de Jalapa, Tabasco, en el mes de octubre 

de 2016. La comunidad se ubica en las coordenadas 17°49'18"LN y 92°47'38"LO. Las 

hojas se lavaron y posteriormente se secaron a temperatura ambiente y protegieron de 

la luz; para posteriormente molerlas en una licuadora industrial Hammer Mill® y 

tamizarlas en una malla no. 60. El material tamizado se depositó en frascos ámbar de 

boca ancha con capacidad de 1 kg, para después almacenar hasta su posterior 

extracción y análisis.  

 

5.3 Obtención de los extractos crudos y contenido total de fenoles 

5.3.1 Obtención de extractos 

Se eligieron como solventes de extracción, agua, etanol al 70% y acetona al 70%, con 

la finalidad de obtener diferentes compuestos fenólicos de acuerdo a la polaridad de los 

solventes, evaluar su efecto antioxidante y antimicrobiano; para elegir el más adecuado 

para aplicarlo en las hamburguesas de carne de cordero. Todos los extractos se 

realizaron al 5%. 

Para el extracto acuoso, la mezcla homogénea se sometió a baño maría a 90 °C 

durante 10 min con agitación constante. Posteriormente, se enfrió en agua fría y se filtró 

con membrana Millipore de nitrocelulosa con diámetro de poro de 0.45 μm. En el caso 

del extracto etanólico, la mezcla se maceró durante 48 h con agitación constante. Se 
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centrifugó durante 10 min a 3000 rpm, se recuperó el sobrenadante y se filtró en un 

filtro Millipore de nitrocelulosa con diámetro de poro de 0.45 μm. Para el extracto 

cetónico, la mezcla se maceró por 24 h con agitación constante. Posteriormente se 

centrifugó a 4 °C, durante 20 min a 6000 rpm y se recuperó el sobrenadante. 

Para los análisis de actividad antioxidante in-vitro se utilizaron extractos frescos y para 

los demás análisis el extracto acuoso se liofilizó y los extractos con solventes orgánicos 

se concentraron en rotavapor con una bomba de vacío en un baño de agua a 45 °C, 

finalmente se secaron en estufa al vacío a 65 °C. Todos los extractos se conservaron 

en frascos ámbar a 4 °C y protegieron de la luz hasta su posterior uso. 

 

5.3.2 Contenido total de fenoles (CTF)  

El CTF del extracto de las hojas de P. dioica se determinó con el método descrito por 

Kim et al., (2013): para lo cual se utilizaron 0.125 mL del extracto previamente diluido 

que se mezcló con 0.625 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 0.5 mL de Na2CO3 al 7.5%. 

La absorbancia se midió a 760 nm con un espectrofotómetro Rayleigh® después de 45 

min de incubación a temperatura ambiente y protegido de la luz. El contenido fenólico 

se calculó con una curva patrón usando ácido gálico como estándar. Los resultados se 

reportaron como equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto seco (mg EAG g 

extracto seco-1). Los análisis se realizaron por triplicado. 

 

5.4 Actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos crudos de hoja de P. dioica 

5.4.1 Actividad antioxidante 

5.4.1.1 Captación de radicales por DPPH 

La capacidad de captación de radicales por DPPH, se determinó con el método 

propuesto por Brand-Williams et al. (1995). Una alícuota previamente diluida de 200 mL 

de la muestra del extracto se mezcló con 2 mL de DPPH en metanol (concentración 

final de 125 μM), la mezcla se agitó vigorosamente en un vórtex. Los tubos se 

incubaron a temperatura ambiente por 60 min protegidos de la luz. La absorbancia se 

midió a 515 nm.  El porcentaje de inhibición se calculó usando la siguiente fórmula:  

% Inhibición= [(AB-AA)/AB] x 100 
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Donde: AB es la absorbancia del blanco en el t=0 min y AA representa la absorbancia 

del extracto al t=60 min. A partir de los porcentajes de inhibición obtenidos de un 

gradiente de concentración del extracto, se determinó por regresión lineal el IC50, 

definido como la concentración del extracto necesaria (en µg mL-1) a la cual el 50% del 

radical DPPH se captó. Los análisis se realizaron por triplicado. 

 

5.4.1.2 Captación de radicales por ABTS 

El ensayo de captación de radicales ABTS se empleó para evaluar la capacidad de 

captación de los radicales libres, basado en la metodología utilizada por Re et al.(1999): 

se preparó una solución 7.0 mM de ABTS con 2.45 mM de persulfato de potasio (1:1, 

v/v), esta solución se dejó reposar de 12 a 16 h a temperatura ambiente protegida de la 

luz. Posteriormente, se mezclaron 20 mL del extracto previamente diluido con 80 mL de 

la solución ABTS, se agitaron vigorosamente y se dejó reposar protegida de la luz 

durante 6 min. Se leyó la absorbancia de la muestra a 734 nm. Los resultados se 

calcularon y reportaron de la misma forma que para el DPPH. Los análisis se realizaron 

por triplicado. 

 

5.4.1.3 Poder de reducción antioxidante del ion férrico 

El potencial antioxidante del extracto se determinó usando el ensayo de capacidad de 

reducción férrica del plasma (FRAP) con el método propuesto por Fernandes et al., 

(2016). El reactivo FRAP se preparó mezclando solución buffer de acetato (300 mM, pH 

3.6), solución de 10 mM del reactivo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) en 40 mM de HCl y 

20 mM FeCl3 a 10:1:1 (v/v/v). Una alícuota de 3,400 μL del reactivo se mezcló con 100 

μL del extracto diluido. La absorbancia se midió a 595 nm después de 30 min. La curva 

patrón se preparó usando diferentes concentraciones de Trolox. Los resultados se 

expresaron como mmol equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco (mmol ET g 

es-1). Los análisis se realizaron por triplicado. 
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5.4.2 Actividad antimicrobiana de los extractos crudos 

5.4.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

Para evaluar el efecto antimicrobiano del extracto crudo de hoja de pimienta, se 

utilizaron dos bacterias Gram-negativas y dos Gram-positivas. Las cepas de 

Escherichia coli (108412), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus 

aureus (ATCC 25923) y Bacillus cereus (ATCC 11778) procedentes del Departamento 

de Alimentos y Biotecnología de la Facultad de Química de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (UNAM). Los medios utilizados para la actividad antimicrobiana 

fueron infusión cerebro corazón (BHI) para la difusión en agar y Mueller Hinton (MH) 

para la micro-dilución en placa con un tiempo de incubación de 24 h a 37° C. Las 

bacterias se inocularon en el medio correspondiente (infusión cerebro corazón (BHI) 

para difusión en agar y Mueller Hinton (MH) para micro-dilución en placa) con un tiempo 

de incubación de 24 h a 37° C.  

 

5.4.2.2 Difusión en agar 

Los efectos inhibitorios del extracto de la planta se evaluaron por el método de difusión 

en agar. Las bacterias conservadas en congelación en medio BHI con glicerol al 50%, 

se activaron en caldo (BHI) durante 12 h a 36 °C en 10 mL de medio líquido, de este 

cultivo se tomó 1 mL para inocular 50 mL del mismo medio en las mismas condiciones 

de incubación, para obtener una concentración de 108 UFC/mL, a las 12 h se detuvo el 

crecimiento en refrigeración y posteriormente se tomaron 100 μL que se inocularon en 

la superficie de cajas Petri con agar-BHI. Sobre las cajas inoculadas se colocaron 

discos de papel filtro Whatman No.1 (2 mm) impregnados con 10 mg de cada extracto, 

60 µg de amikacina como control positivo y 10 μL del solvente de cada extracto como 

control negativo y se incubaron a 37 °C durante 24 h, registrándose al final de la 

incubación la medición de la zona de inhibición en milímetros (Abbes et al., 2014). 

 

5.4.2.3 Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

bactericida (CMB) 

Se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima 

Bactericida (CMB) por el método de microdilución en placa. Para lo cual, se incubó un 
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inóculo durante 8 h de S. aureus, S. typhimurium, E. coli y B. cereus en caldo Mueller 

Hinton (MH). El inóculo de cada bacteria tuvo una densidad de cultivo de 108. Se 

utilizaron microplacas estériles con 96 pozos con capacidad de 400 µL por pozo, cada 

placa se compuso de 12 columnas y 8 filas.  

La placa se preparó de acuerdo a la Figura 1. El carril 1 y 2 tenían medio MH, el 1 sin 

inóculo (MH s/i) para control de esterilidad del medio y el 2 con inóculo (MH c/i) para 

verificación de crecimiento de bacterias. Del carril 3 al 11 se agregaron 100 µL del 

medio MH preparado con la mitad de agua indicada por el proveedor y con inóculo de 

cada bacteria para posteriormente completarlos con los controles positivos: amikacina 

(AMK) con un gradiente de concentración de 2 a 0.015 mg mL-1 y cloranfenicol (CLRF) 

con un gradiente de 4 a 0.03 mg mL-1, control negativo: DMSO del 20 al 0.15% y el 

gradiente de extractos (EA, EE y EC) de 50 a 0.39 mg/mL, respectivamente. El carril 12 

contenía sólo agua destilada estéril para control de esterilidad (H20). 

 
 

Figura 1. Microplaca utilizada para la determinación de la CMI y CMB 
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Cada placa se agitó durante cinco minutos a 150 rpm en un agitador vórtex IKA® con un 

adaptador para placas. Posteriormente, se incubaron por 24 h a 37 °C, al final del 

tiempo de incubación se verificó el crecimiento de bacterias con bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (MTT) al 1% como indicador de viabilidad ya que 

es un indicador de óxido-reducción que al ser reducido a formazano por las enzimas 

deshidrogenasas de células vivas cambia su tonalidad de amarillo a violeta. Se 

aplicaron 100 µL de solución de MTT al 1% a cada pozo y las placas se incubaron a 37 

°C por una hora. El crecimiento bacteriano se identificó en los pozos que tuvieran 

coloración violeta. Para determinar la concentración mínima bactericida (CMB), se 

tomaron 10 μL de cada tubo, se inocularon en una caja con agar MH, se incubaron a 37 

°C por 24 h y se observó presencia de crecimiento microbiano. En caso de encontrar 

crecimiento, se reportó como actividad bacteriostática y en caso contrario se reportó 

como bactericida (Balouiri et al., 2016). 

 

5.5 Determinación de la concentración del extracto 

Identificado el extracto para evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano de la hoja de 

P. dioica en la carne, se determinaron las concentraciones a evaluar con un test de 

aceptación afectiva. Para ello, se evaluaron tres concentraciones, las cuales se basaron 

en los IC50 obtenidos en la captación del radical DPPH y ABTS y CMI. También se 

realizó una revisión de las concentraciones utilizadas de extractos de plantas, 

principalmente especias y subproductos agroindustriales, en productos cárnicos para 

comparar las concentraciones añadidas en otros estudios que tuvieron efecto 

antioxidante y/o antimicrobiano sin alterar las características sensoriales de los 

productos cárnicos evaluados  (Cunha et al., 2018; García-Lomillo y González-SanJosé, 

2017). 

 

5.5.1 Preparación de las hamburguesas 

Las hamburguesas se elaboraron con carne de cordero Pelibuey de 15.0 ± 0.20 kg 

(alrededor de 70 días de edad). La carne deshuesada y sin tejido conectivo de las 

piernas y lomo de la canal se molió en un molino de carne marca Torrey® usando el 

cedazo de 3 mm. Se prepararon cuatro formulaciones, cada una con un 1.5% de sal. 
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Las hamburguesas control fueron las hamburguesas sin extracto y 3 tratamientos con 

tres diferentes concentraciones de EHP: 250, 500 y 1000 ppm, estimadas a partir del 

análisis in vitro. Para preparar las hamburguesas, la carne de cordero y los ingredientes 

se homogenizaron manualmente. Las hamburguesas se formaron usando una 

moldeadora manual (100 mm de diámetro x 2 cm de alto) con peso de 100 g. 

 

5.5.2 Evaluación sensorial 

Los atributos elegidos para determinar la aceptación sensorial de las hamburguesas 

con el EHP fueron aroma, textura, suculencia, sabor y aceptación global con la finalidad 

de determinar la dosis de extracto mejor aceptada. Las hamburguesas se evaluaron 

con un test de aceptación afectiva usando una escala hedónica de 9 intervalos, en la 

cual 1 representaba ―Me disgusta extremadamente‖ y 9 ―Me gusta extremadamente‖, 

como lo describe Meilgaard et al., (2016). Las muestras se cocinaron en una parrilla 

eléctrica Black & Decker® a 180 °C hasta que la temperatura interna de la carne fuera 

de 72 °C, posteriormente, se almacenaron en un horno a temperatura máxima de 60 °C 

por no más de 30 min. Se cortaron en seis partes y se sirvieron en platos desechables 

de plástico, codificados con tres dígitos antes de servirlas individualmente a los 

participantes. Cada tratamiento se evaluó por 60 consumidores (Meilgaard et al., 2016). 

El 53.44% de los participantes seleccionados fueron hombres y del total de 

participantes el 35% estaban en un rango de edad de entre 20 y 40 años.  

De los resultados obtenidos, se seleccionó la concentración de 1000 ppm de extracto 

de hoja de pimienta que se añadiría a las hamburguesas de cordero para evaluar su 

efecto antioxidante y antimicrobiano. 

 

5.6 Evaluación in situ del EHP adicionado a hamburguesas de carne de cordero 

Las hamburguesas se prepararon de acuerdo a la sección 5.5.1, con condiciones 

asépticas controladas para evitar una carga microbiana alta y que el experimento se 

llevara a buen término durante el almacenamiento. 

La carne se asignó a uno de los siguientes tratamientos: T1: (C) control negativo, carne 

sin aditivos; T2: (EHP) carne con la dosis de extracto seleccionada en la evaluación 

sensorial (p/p) del EHP añadido a la carne para hamburguesas y T3: (BHA) control 
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positivo, carne con 0.02% de BHA. Todas las formulaciones se prepararon con un 1.5% 

de sal. Las hamburguesas se empacaron en bolsas de polietileno con cierre hermético 

y se mantuvieron en refrigeración a temperatura de 4 °C por 11 días. Los análisis se 

llevaron a cabo los días 0, 3, 7 y 11 del tiempo de almacenamiento. El pH, color, 

oxidación lipídica, el conteo de mesófilos aerobios, bacterias ácido lácticas, hongos y 

levaduras se determinaron por duplicado para cada muestreo. El experimento se repitió 

por duplicado con muestras adquiridas en diferentes fechas. 

5.6.1 Efecto antioxidante del EHP en las hamburguesas de carne de cordero 

5.6.1.2 Medición del pH 

El pH de cada hamburguesa se midió en tres diferentes puntos con un potenciómetro 

para productos cárnicos (HI 99163, Hanna Instruments®, USA) equipado con un 

electrodo para penetración. 

5.6.1.2 Medición del color 

Los cambios en el color se monitorearon con un colorímetro (X-rite, SP60, USA) que se 

calibró con un estándar blanco y negro. El color se expresó en las coordenadas L* 

(Luminosidad), a* (Rojo-Verde) y b* (Amarillo-Azul). Las lecturas del color se realizaron 

en la superficie de cada hamburguesa por triplicado en tres puntos elegidos al azar para 

estimar la decoloración de la carne.  

5.6.1.3 Análisis de la oxidación de lípidos 

Los productos de la oxidación secundaria de los lípidos en la carne se cuantificaron con 

el método de destilación TBARS de acuerdo al método descrito por Mohd-Esa et al., 

(2010) en los días 0, 3, 7 y 11 del tiempo de almacenamiento. La carne de cordero (10 

g) se cortó en trozos pequeños y se homogenizó con 100 mL de agua destilada durante 

2 minutos. Se agregaron unas gotas de HCl 4 M para llevar la mezcla a un pH de 1.5. 

La mezcla se puso en calentamiento y se recogió el destilado (5 mL) en un matraz 

cónico. Se preparó un blanco de manera similar, utilizando 100 mL de agua destilada 

sin muestra añadida. Se transfirieron 5 mL de destilado a un tubo de vidrio con tapa y 

se agregaron 5 mL del reactivo TBA (0.02 M). La mezcla se incubó en agua en 

ebullición durante 35 min. Posteriormente, los tubos se enfriaron en agua durante 10 

minutos y finalmente la absorbancia se midió contra el blanco a 538 nm utilizando un 
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espectrofotómetro UV visible (PerkinElmer Lambda 11). La oxidación de los lípidos se 

expresó como sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico (TBAR) en mg de 

malonaldehido (MDA) kg de carne de res-1. 

 

5.6.2 Efecto antimicrobiano del extracto en las hamburguesas de carne de cordero 

5.6.2.1 Análisis microbiológico 

Se homogenizaron 25 g de carne para hamburguesa con 225 mL de agua esterilizada 

peptonada (0.1% w/v) en bolsas estériles por 2 min a temperatura ambiente. Se 

prepararon diluciones decimales (10-1 – 10-6) en agua peptonada (0.1%) y de éstas se 

realizó conteo en placa en superficie de acuerdo al tipo de medio de cultivo, el conteo 

se realizó por triplicado. Se utilizaron los siguientes medios de cultivo: agar recuento 

total en placa (PCA) para el recuento viable total (CVT), agar de Man, Rogosa y Sharpe 

(MRS) para el conteo de bacterias ácido lácticas (BAL), y agar papa dextrosa (PDA) 

para hongos y levaduras (HL). Todos los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 h. Las 

cuentas microbiológicas se expresarán como el log10 de las unidades formadores de 

colonias por gramo de hamburguesa (log UFC g-1). 

 

5.7 Diseño Experimental y Análisis Estadístico 

Para el análisis in-vitro de la hoja de P. dioica, se utilizó un diseño completamente al 

azar. Los niveles fueron los métodos de extracción: acuoso, etanólico y cetónico, con 

tres repeticiones cada uno, las variables respuesta fueron: el contenido total de fenoles, 

IC50, mmol ET, milímetros de la zona de inhibición y la CMI. Bajo el siguiente modelo: 

Yij= μi+𝜏i+ij 

Donde: μi= Media global, 𝜏i = métodos de extracción y ij= Error aleatorio 

Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) y la comparación de medias con la prueba 

de Tukey a una probabilidad del 5%. Para correlacionar el contenido de FT con las 

actividades antioxidantes, los coeficientes de correlación lineal de Pearson (r) se 

calcularon para los tres métodos de actividad antioxidante  

Para el análisis de los datos de la evaluación sensorial, los puntajes numéricos de cada 

intervalo de la escala hedónica, se tabularon y analizaron para cada tratamiento 
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utilizando un ANOVA para determinar diferencias significativas en el promedio de los 

puntajes asignados a las muestras y la comparación múltiple de medias se realizó con 

el método de Tukey a una probabilidad del 5%.  

Para el análisis de los datos del efecto antioxidante y antimicrobiano del extracto en la 

carne para hamburguesa, se utilizó un diseño completamente al azar con un arreglo 

factorial 3 x 4. Los factores fueron las concentraciones de aditivos añadidos a las 

hamburguesas (control (sin aditivo), EHP (1000 ppm) y 0.02% de BHA)  y los tiempos 

de almacenamiento (0, 3, 7 y 11 días). El número de tratamientos resultaron de la 

interacción de las concentraciones a añadir y el tiempo, es decir, A=3 x B=4 dando 12 

tratamientos en estudio.  

Bajo el siguiente modelo:  

Yijk= μ+ Ai+Bj+ABij+ijk 

Donde: μi= Media global, Ai= Concentración de aditivos añadidos, Bj= Tiempos de 

almacenamiento, ABij= La interacción entre el efecto de las dosis y los tiempos de 

almacenamiento y ijk= Error aleatorio 

Se realizó el ANOVA y la comparación múltiple de medias se hizo con la prueba de 

Tukey a una probabilidad del 5%. Todos los análisis se realizaron por medio del uso del 

paquete estadístico SAS, versión 9.0, 2002. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Evaluación de los extractos crudos de hoja de P. dioica in vitro 

6.1.1 Rendimiento de extracción, contenido total de fenoles y actividad 

antioxidante de la hoja de P. dioica 

En este trabajo, se obtuvieron tres diferentes extractos de la hoja de P.dioica, con agua 

y mezclas acuosas de etanol y acetona (70%). Los rendimientos de extracción (Cuadro 

3) oscilaron entre 28.3 y 33.3%, siendo el extracto cetónico (EC) el de mayor 

rendimiento (P<0.05) comparado con el extracto acuoso (EA) y etanólico (EE). Esto 

muestra que el rendimiento de extracción aumentó al incrementar la polaridad del 

solvente utilizado en la extracción, lo que coincide con lo reportado en otras 

investigaciones realizadas en plantas de la familia Myrtaceae, como hojas de 

Eucalyptus globulus (Rodrigues et al., 2018) y flores de Eugenia caryophyllus 

(Hemalatha et al., 2016). Por otro lado, además de obtener el rendimiento más alto, el 

EC presentó el mayor contenido (P<0.05) de fenoles totales (FT) (626.29±28.11 mg 

EAG g extracto seco-1) comparado con el EA y EE que no presentaron diferencias 

(P>0.05) entre sí (488.29±15.56 y 516.35±4.96, respectivamente) (Cuadro 3). 

 

Cuadro 3. Fenoles totales y rendimiento en extractos de hoja de P. dioica 

Extracto Rendimiento (%) 
Fenoles totales 
(mg EAG g  
extracto seco-1) 

Fenoles totales 
(mg EAG g 
materia seca-1) 

Acuoso 28.3±b 488.29±15.56b 136.733±5.47c 

Etanólico 32.3±a 516.35±4.96b 168.193±2.56b 

Cetónico 33.3±a 626.29±28.11a 207.87±7.80a 

Cada valor representa la media ± desviación estándar (n = 3) Medias con letras 
diferentes son estadísticamente diferentes (LSD) a un nivel de probabilidad P <0.05 en 
columna. 
 

El objetivo del proceso de extracción es proporcionar el máximo rendimiento de 

sustancias con la más alta calidad en términos de concentración de compuestos 

bioactivos y actividad antioxidante de los extractos (Shah et al., 2014). Por lo que, el 
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rendimiento de la extracción depende de varios factores como la polaridad del solvente, 

pH, temperatura, tiempo de extracción y la composición de la muestra (Gullón et al., 

2017). El rendimiento de extracción influye en el contenido de compuestos fenólicos los 

cuales se relacionan con la actividad antioxidante del extracto, debido a que se derivan 

de los metabolitos secundarios de las plantas, protegiendo múltiples órganos de la 

oxidación, y por lo tanto, deben considerarse como antioxidantes naturales (Granato et 

al., 2018).  

Diversos estudios indican que los extractos obtenidos con acetona-agua incrementaron 

la solubilidad de los compuestos fenólicos y por ello se obtuvieron valores altos en el 

contenido de FT (Alothman et al., 2009; Do et al., 2014; Złotek et al., 2016). También 

hay reportes en los que destaca al etanol como uno de los mejores solventes 

comparado con la acetona y el agua, principalmente por su efectividad y por ser 

reconocido como un solvente seguro (Hidalgo y Almajano, 2017). Sin embargo, la 

selección del solvente más adecuado para la extracción más eficiente de compuestos 

fenólicos, depende del material utilizado y de la posterior aplicación del extracto (Vuong 

et al., 2011).  

Referente a estudios en P. dioica, las investigaciones son escasas, principalmente 

porque están enfocadas en la obtención de aceites esenciales más que en extractos de 

diferente polaridad. En este sentido, el contenido de FT obtenido con los tres solventes 

fue mayor al extracto obtenido con etanol al 50%, reportado por Dearlove et al., (2008) 

en pimienta en polvo (122.1 ± 7.0 mg EAG g extracto seco-1) y al extracto obtenido por 

Soxhlet (102.1 ± 1.80 mg EAG g extracto seco-1) reportado por Nayak et al., (2008), que 

obtuvo un rendimiento del 20%. En otro estudio, realizado en un extracto metanólico de 

hojas maduras e inmaduras por Dharmadasa et al., (2015), el contenido de FT 

reportado es menor (94.15±2.14 y 99.09±3.65 mg EAG g extracto seco-1, 

respectivamente) comparado con los tres solventes. Las diferencias en el contenido de 

FT entre los extractos evaluados en este experimento y lo reportado por otros autores 

pueden deberse a diferencias genotípicas y ambientales  

 En este sentido, los resultados del extracto acuoso a pesar de haber obtenido el 

rendimiento y contenido de FT más bajos, presentó cantidades superiores de 
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compuestos fenólicos comparado con aquellos extractos obtenidos con solventes 

orgánicos en otras investigaciones, por lo que se considera el solvente universal más 

seguro y económico y efectivo para la extracción de compuestos bioactivos.  

6.1.2 Actividad antioxidante 

Debido a las diferencias entre los métodos disponibles para determinar la actividad 

antioxidante, los resultados de un solo método se reducirían a un mecanismo de acción. 

Por lo que se utilizaron tres técnicas, basadas en la captación del radical DPPH·, la 

captación del catión radical ABTS y la habilidad para reducir el ion férrico por medio del 

ensayo FRAP. 

 

6.1.2.1 Captación de radicales por DPPH· 

El Cuadro 4, muestra la habilidad de los extractos para captar el radical DPPH·, 

expresada como IC50, que se define como la cantidad de antioxidante necesaria para 

disminuir la concentración inicial del radical a un 50%. El IC50 de un compuesto se 

relaciona de forma inversa con su actividad antioxidante, entre más bajo es su valor 

más alta es la actividad antioxidante (Hidalgo y Almajano, 2017). Los resultados 

muestran que el tipo de solvente influyó (P<0.05) en la captación del radical de los 

extractos de hoja de P.dioica L, siendo la extracción con acetona la que mostró el 

menor IC50 (52.26±11.74 μg mL-1) seguido por el etanol (71.31±9.24 μg mL-1) y el agua 

(74.51±5.45 μg mL-1). Sin embargo, estas dos últimas no presentaron diferencias entre 

ellas (P>0.05). No obstante, en otros estudios realizado por Dhanani et al., (2017) y Do 

et al., (2014) en plantas comunes del sur de Asia, los IC50 más bajos se reportaron en el 

extracto etanólico. La diferencia en la eficacia para captar el radical DPPH entre los 

extractos puede ser explicada por la existencia de compuestos polifenólicos con 

diferentes características químicas y polaridades, las cuales pueden solubilizarse en 

solventes específicos (Yakoub et al., 2018). Este método y el de Foulin-Ciocalteu, 

utilizado para determinar el contenido de FT, presentaron el mismo orden entre los 

solventes, en los cuales destaca el extracto obtenido con acetona, estas similitudes se 

deben a que ambos ensayos operan con el mismo mecanismo de transferencia de 

electrones (Tan y Lim, 2015). 
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Cuadro 4. DPPH, ABTS y FRAP en extractos de hoja de P. dioica 

Extracto 
DPPH·, IC

50 

(μg mL
-1

) 

ABTS·
+
, IC

50
 

(μg mL
-1

) 

FRAP 
(mmol ET g  
extracto seco

-1
) 

Acuoso 74.51±5.45
b
 141.73±1.49

b
 6.36±0.11

c
 

Etanólico 71.31±9.24
b
 123.79±16.36

ab
 6.76±0.18

b
 

Cetónico 52.26±11.74
a
 116.90±10.82

a
 7.52±0.16

a
 

Cada valor representa la media ± desviación estándar (n = 3) Medias con letras diferentes son 
estadísticamente diferentes (LSD) a un nivel de probabilidad P <0.05 en columna. 
 

6.1.2.2 Captación del radical ABTS·+ 

En el segundo ensayo se cuantificó la captación del catión radical ABTS·+ (Cuadro 4). 

Al igual que el ensayo DPPH· los resultados se expresaron como IC50. Los resultados 

muestran el mismo efecto del solvente de extracción, sin embargo, sólo se encontraron 

diferencias significativas (P<0.05) entre el extracto cetónico y acuoso. El extracto 

etanólico presentó un IC50 similar (P>0.05) al extracto cetónico y acuoso. La actividad 

antioxidante de los extractos para captar el radical puede ordenarse como EC>EE>EA. 

Sin embargo, aunque el extracto acuoso de hoja de P. dioica obtuvo el IC50 más bajo, 

este valor fue similar al reportado por Loizzo et al., (2016) para un extracto etanólico 

obtenido de bayas (76.1±1.9). La obtención de extractos acuosos es un procedimiento 

simple, rápido, barato y no tóxico para extraer compuestos fenólicos de manera 

eficiente debido a la polaridad del agua (Takao et al., 2015). Se puede inferir que los 

extractos preparados con diferentes solventes y técnicas exhiben valores variables de 

la actividad antioxidante influenciados por el cambio en la polaridad, la cual altera la 

habilidad para disolver los diferentes compuestos fenólicos (Hayouni et al., 2007). 

Ningún estudio hasta el momento ha reportado la habilidad para captar el radical 

ABTS·+ en hoja de P. dioica con los solventes utilizados en este estudio. 

 

6.1.2.3 Poder de reducción antioxidante del ión férrico (FRAP) 

Los resultados del ensayo FRAP se muestran en el Cuadro 4. Todos los extractos 

mostraron un efectivo potencial reductor, incluso mejor que el Trolox, un análogo de la 

vitamina E, soluble en agua y que es usado como referencia para captar radicales libres 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



31 
 

(Hidalgo y Almajano, 2017). Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los 

tres extractos, siendo el valor más alto para el EC (7.52±0.16), seguido del EE 

(6.76±0.18) y el EA (6.36±0.11). Los tres extractos mostraron la misma tendencia y 

orden que en la actividad antioxidante medida por la captación de radicales libres, cabe 

resaltar que los tres extractos mostraron potencial reductor mayor a 6 mmol g extracto 

seco-1, los cuales si se comparan con los reportados por Dharmadasa et al., (2015) para 

un extracto metanólico de hoja de P. dioica colectadas en Sri Lanka, los tres extractos 

duplican el equivalente de Trolox en miligramos. Este método demostró la habilidad de 

los extractos para reducir iones metálicos. Generalmente, las propiedades reductoras 

están asociadas con la presencia de compuestos, que ejercen su acción al romper la 

cadena de radicales libres mediante la donación de un átomo de hidrógeno (Loizzo et 

al., 2016). 

 

6.1.2.4 Relación entre la actividad antioxidante y el contenido total de fenoles 

Para correlacionar el contenido de FT con las actividades antioxidantes, los coeficientes 

de correlación lineal de Pearson (r) se calcularon para los tres métodos de actividad 

antioxidante. Se observó una correlación moderada (r=-0.6949) para el método ABTS y 

una correlación fuerte para los métodos DPPH y FRAP (r=-0.8288 y r=0.9127, 

respectivamente). Mientras más cercano a uno es el valor de |r| más fuerte es la 

correlación entre las variables, por lo que el método de FRAP presentó un grado de 

asociación más estrecho entre la actividad antioxidante y el contenido de FT. La 

correlación moderada entre la actividad antioxidante y los FT se puede atribuir a la 

presencia de compuestos fenólicos además de otros metabolitos secundarios como 

aceites volátiles, caretonoides y vitaminas (Wongsa et al. 2012). La correlación fuerte 

indica que la actividad antioxidante se debe principalmente a la presencia de 

compuestos fenólicos (Fernandes et al. 2016). Estos resultados están en concordancia 

con los reportados por Carvalho et al. (2015), Nascimento et al. (2014) y Medina-Juárez 

et al. (2012). Para el caso de la P. dioica, Turgay y Esen, (2015) reportaron una 

correlación similar (r=0.81) entre el contenido de FT y el DPPH. Es importante 

considerar que la actividad antioxidante en extractos de plantas depende tanto del 

material utilizado como de las interacciones, efectos sinérgicos y antagónicos entre los 
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componentes fenólicos así como la estructura y concentración de los mismos (Hayouni  

et al. 2007; Craft et al. 2012)  

 

6.1.3 Actividad antimicrobiana 

Los resultados de los métodos de difusión en disco y micro-dilución para determinar la 

actividad antimicrobiana de los EA, EE y EC de las hojas de P.dioica se muestran en el 

Cuadro 5. Con el método de difusión en disco, se encontraron diferencias (P<0.05) para 

la sensibilidad de las bacterias con los tres extractos evaluados (EA, EE y EC), pero la 

diferencia más importante radicó en que las bacterias Gram-positivas (B. cereus y S. 

aureus) presentaron mayor sensibilidad que las Gram-negativas (S. Typhimurium y E. 

coli), lo anterior en concordancia con otras investigaciones que evaluaron la actividad 

antimicrobiana de la P. dioica en polvo (Ceylan y Fung, 2004), aceite esencial de hojas 

(Vazquez et al., 2013) y aceite esencial de bayas (Dussault et al., 2014), cabe destacar 

que el extracto acuoso presentó una zona de inhibición similar a las encontradas con un 

extracto metanólico (14 y 15 mm) probado en cepas de S. aureus (Asha et al., 2013). 

 

Cuadro 5. Actividad antimicrobiana de hoja de P. dioica  

Extracto 
B. cereus 

(ATCC 11778) 
S. aureus 

(ATCC 25923) 
S. typhimurium  
(ATCC 14028) 

E. coli 
(ATCC 35150) 

ZI1 (mm) CMI2  ZI* (mm) CMI  ZI* (mm) CMI ZI* (mm) CMI  

Acuoso 13.5±1.7a 12.5 15.2±2.3a 12.5 8.7±1.9a 25  9.2±2.6a 12.5a 
Etanólico 10.0±0.8b  12.5 12.0±3.5ab 12.5 8.0±0.8a 25  7.5±0.5a 25  

Cetónico 12.0±2.3a 12.5   8.2±0.5b 12.5 7.7±1.2a 25  9.0±1.1a 25  
1:Concentración del extracto 10 mg ml-1; 2: MIC en mg mL-1; a,b,c Los valores de la media en la 
misma columna no seguidos por una letra común difieren significativamente (P<0.05); por sus 
siglas reconocidas en inglés ATCC= Colección Americana de Cultivos Tipo, ZI= zonas de 
inhibición, CMI= Concentración Mínima Inhibitoria 
 

Por otro lado, el método de microdilución en placa ofrece una determinación más 

precisa de la actividad antimicrobiana, pero al igual que el ensayo de difusión en disco 

se observó que las bacterias Gram-positivas presentaron mayor sensibilidad a los tres 

extractos, con una MIC de 12.5 mg mL-1 con actividad bactericida. En el caso de las 
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Gram-negativas la MIC fue de 25 mg mL-1, excepto para el extracto acuoso que inhibió 

el crecimiento de E. coli con una MIC de 12.5 mg mL-1 en todos los casos la actividad 

fue bacteriostática. Esto sugiere que el extracto acuoso posee compuestos 

antimicrobianos no fenólicos responsables de inhibir el crecimiento de esta bacteria 

(Cowan, 1999).  

Las diferencias en los efectos antimicrobianos entre las bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas se deben principalmente a la diferencia en la estructura de sus paredes 

celulares (CITA). La pared celular de las bacterias Gram-negativas está constituida por 

una capa externa de lipopolisacáridos y una membrana adicional, las cuales le aportan 

más capacidad de amortiguación funcionando como una barrera preventiva contra 

compuestos hidrofóbicos y por lo tanto, a los compuestos fenólicos y no fenólicos (Negi, 

2012). 

 

6.2 Determinación de la dosis del extracto y evaluación sensorial  

De los resultados obtenidos de la actividad antioxidante y antimicrobiana de la hoja de 

P. dioica se eligió el extracto acuoso por presentar contenido total de fenoles, actividad 

antioxidante y antimicrobiana similares (P>0.05, ver Cuadro 4 y 5) comparado con los 

extractos obtenidos con solventes orgánicos. Por otro lado, Shah et al., (2014) 

mencionan que es importante garantizar la remoción de todas las trazas del solvente de 

extracción para que no afecte la salud humana y sea aceptable para los consumidores. 

Todos los atributos sensoriales de las hamburguesas de carne de cordero elaboradas 

con tres diferentes concentraciones de extracto de hoja de P. dioica (EHP) mostraron 

diferencias significativas (P<0.05) entre las concentraciones y el control (Cuadro 6). La 

adición del EHP en las hamburguesas de cordero mejoró el aroma, el sabor y la 

aceptación global (P<0.05) comparadas con la hamburguesa control, siendo la 

concentración de 1000 ppm, la que obtuvo la mayor aceptación con calificaciones en 

todos los atributos mayores de 7 que corresponden a ―Me gusta moderadamente‖ en la 

escala sensorial utilizada. Con respecto a la suculencia y textura, la concentración de 

250 y 500 ppm mostraron aceptabilidad semejante a las hamburguesas control 

(P>0.05).  
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Cuadro 6. Efecto del nivel de extracto de hoja de P. dioica en las características 
sensoriales de hamburguesas de cordero (media ± desviación estándar) 
(n=60) 

Atributo 
Control 
0 ppm 

C1  
250 ppm 

C2 
500 ppm 

C3 
1000 ppm 

S1 

Aroma 5.82±1.42a 6.42±1.68b 6.48±1.66b 6.97±1.55b ** 

Textura 6.65±1.42a 7.07±1.51ab 6.95±1.48ab 7.40±1.45b * 

Suculencia 6.58±1.89a 6.88±1.75a 6.90±1.50ab 7.48±1.32b * 

Sabor 6.47±2.09a 7.15±1.66b 7.38±1.37bc 7.77±1.58c *** 

Aceptación global 6.72±1.67a 7.32±1.36b 7.42±1.27b 7.73±1.25b ** 

1: Significancia: ***(P<0.001), **(P<0.01), *(P<0.05); a,b,c: Valores de la media en la 
misma fila no seguidos por una letra común difieren significativamente (P<0.05)  
 

Los resultados de la evaluación sensorial indicaron que el EHP puede ser utilizado 

como ingrediente para proteger del deterioro químico y biológico a las hamburguesas 

de carne de cordero sin comprometer las características sensoriales. Además, 

considerando que la aceptación de las hamburguesas de carne de cordero fue 

dependiente de la concentración, se eligió la concentración mayor para garantizar la 

aceptación sensorial y el posible efecto antioxidante y antimicrobiano. Otros estudios, 

también demostraron que la adición de extractos de plantas no afectó las propiedades 

sensoriales de los productos cárnicos (Lara et al., 2011; Fernandes et al., 2016). 

 

6.3 Efecto antioxidante del EHP en las hamburguesas de carne de cordero 

6.3.1 Medición del pH 

Los cambios en el pH de las hamburguesas de carne de cordero evaluadas, se 

presentan en el Cuadro 7. Durante todo el almacenamiento hubo variación de pH entre 

los tratamientos (P>0.05). Al tercer día de almacenamiento, los tres tratamientos 

tuvieron un aumento en el pH (P>0.05), las hamburguesas adicionadas con EHP y BHA 

presentaron los valores más altos (6.12 y 6.09, respectivamente) sin diferencias entre 

ellos (P>0.05). Para el final del almacenamiento, el pH de las hamburguesas control y 

las adicionadas con EHP disminuyó a 5.25 y 5.52 almacenamiento y el pH de las 
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hamburguesas tratadas con BHA (5.98) no presentó alteración respecto al tercer día 

(P>0.05), siendo las más estables durante el almacenamiento. Los pH finales para 

todos los tratamientos estuvieron por debajo de 6.4, valor considerado como crítico para 

el consumo de acuerdo con Cózar et al., (2013). 

 

Cuadro 7. Evolución del pH en hamburguesas de cordero adicionadas con EHP y BHA 
durante el almacenamiento (media ± desviación estándar) (n=4)     

Variable Tratamientos Tiempo de almacenamiento (días) 
0 3 7 11 

pH 

CO 5.74 ± 0.02Bb 5.94 ± 0.05Ba 5.82 ± 0.05Ba 5.25 ± 0.21Cc 

EHP 5.82 ± 0.06ABb 6.12 ± 0.05Aa 5.85 ± 0.04ABb 5.53 ± 0.09Bc 

BHA 5.89 ± 0.02Ab 6.09 ± 0.10Aa 5.96 ± 0.08Ab 5.98 ± 0.11Aa 
A,B,C: Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (P<0.05) para cada 
tratamiento;  a,b,c: Diferentes letras en una fila indican diferencias significativas (P<0.05) por 
cada día de muestreo; Tratamientos: CO-control; EHP-extracto de hoja de P. dioica 1000 ppm; 
BHA 200 ppm; Significancia: n.s.: no significante (P>0.05); * (P<0.05) 
 

La disminución en el pH en productos cárnicos durante el almacenamiento, por lo 

general se le atribuye a la producción de ácidos orgánicos principalmente por el 

incremento de la población de bacterias ácido lácticas (Jones, 2004), fenómeno que se 

observa con las hamburguesas control y las hamburguesas adicionadas con EHP 

(Cuadro 8). La estabilidad del pH en las hamburguesas con BHA se puede explicar con 

el aumento de las poblaciones de bacterias que causan degradación de proteínas y 

aminoácidos y formación de amonia (Morsy et al. 2018). 

 

6.3.2 Medición del color 

Los cambios en luminosidad (L*), rojo (a*) y amarillo (b*) se analizaron durante el 

almacenamiento. Para la luminosidad y amarillo no se encontraron diferencias entre 

tratamientos (P>0.05). Para la luminosidad todos los valores disminuyeron durante el 

almacenamiento, los cuales estuvieron entre 51.29 y 46.39. Los valores de b* (amarillo) 

aumentaron lo que se relacionó con los resultados de TBARS, los valores encontrados 

estuvieron en el rango de 9.90 a 12.04, las muestras control obtuvieron los valores más 

altos coincidiendo con las muestras que obtuvieron una mayor oxidación de lípidos.  
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Figura 2. Cambios en el parámetro a* (rojo) de hamburguesas de cordero adicionadas 
con EHP y BHA durante el almacenamiento. 
A,B,C Diferentes superíndices indican diferencias significativas entre tratamientos 
(P<0.05) 
 

El valor de a* (rojo) se considera el parámetro de color más importante en la evaluación 

de la oxidación de la carne ya que una disminución en el color rojo hace a un producto 

cárnico inaceptable para los consumidores (Suman y Joseph, 2013). Todos los 

tratamientos presentaron variación (P<0.05) en este parámetro (a*) durante el periodo 

de almacenamiento (Figura 2). Durante los 11 días de almacenamiento, las muestras 

control obtuvieron los valores más bajos de rojo (P<0.05), en comparación con las 

hamburguesas con EHP y BHA. La decoloración de las hamburguesas control durante 

el almacenamiento se puede explicar debido a la oxidación lipídica, la cual potencia la 

oxidación de la mioglobina. Los productos de la oxidación lipídica, promueven la 

conversión de la oximioglobina roja en metamioglobina café, la cual se acumula en la 

superficie de la carne, permitiendo la decoloración de las hamburguesas (Faustman et 

al., 2010). Por otro lado, el color rojo de las hamburguesas adicionadas con EHP no 

presentó diferencias (P<0.05) al inicio y final del almacenamiento, esto pudo deberse a 
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que la mayoría de los compuestos fenólicos son solubles en agua y esta característica 

permite la interacción directa con la mioglobina y las proteínas solubles, lo cual ejerció 

protección contra la decoloración, reduciendo así la oxidación de los lípidos (Kroll y 

Rawel, 2001). Esta tendencia coincide con otros estudios realizados en carne de 

cordero adicionada con extractos de plantas (Andres et al., 2017; Fernandes et al., 

2016; Muíño et al., 2017).   

 

6.3.3 Oxidación de lípidos 

La oxidación de lípidos se analizó en las hamburguesas de carne de cordero 

almacenadas a 4 °C usando el método de destilación de TBARS (Figura 3). En todos 

los tratamientos hubo incremento (P<0.05) en los valores de TBARS a través del 

tiempo, pero en las hamburguesas control, la oxidación fue mayor comparada con los 

otros dos tratamientos desde el inicio y hasta el final del periodo de almacenamiento 

(P<0.05), presentando un valor máximo de 11.53 ± 0.09 mg MDA/kg a los 11 días. El 

EHP y el BHA presentaron la misma capacidad para reducir la oxidación lipídica en las 

hamburguesas de cordero, ya que no se encontraron diferencias (P>0.05) entre los 

tratamientos a los 11 días de almacenamiento, demostrando una inhibición mayor al 

80% comparada con las hamburguesas control. Al respecto, Munekata et al., (2016) y 

Fernandes et al., (2017) también observaron un incremento en los valores de TBARS 

durante el almacenamiento en refrigeración de hamburguesas de cordero adicionadas 

con extractos de plantas. 

De acuerdo con Soldatou et al., (2009), la rancidez en carne de cordero solo puede 

detectarse cuando los valores de TBARS son mayores a 4.40 mg MDA/kg, y esto puede 

variar dependiendo de la sensibilidad individual. Basándose en este valor, se puede 

asumir que las hamburguesas control alcanzaron niveles detectables a partir del día 3 

de almacenamiento, mientras que las hamburguesas con EHP y BHA no excedieron 

este límite durante todos los días del almacenamiento. Sin embargo, este valor es 

mayor que el límite de 1.59 mg MDA/kg indicado como el valor máximo que no afecta la 

salud de los consumidores (Ozer y Sariçoban, 2010). Debido a esto, el uso de 

antioxidantes naturales en la carne de cordero es extremadamente importante para 
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prevenir problemas de salud en los consumidores, quienes podrían consumir productos 

oxidados sin ser conscientes de los riesgos. 

 

Figura 3. Valores de TBARS (mg MDA kg carne-1) de hamburguesas de cordero 
adicionadas con EHP y BHA durante el almacenamiento. 
A,B,C Diferentes superíndices indican diferencias significativas entre tratamientos 
(P<0.05) 
 

6.4 Efecto antimicrobiano del extracto en las hamburguesas de carne de cordero 

La evolución de los conteos (log10 UFC/g) de la cuenta viable total CVT (mesófilos 

aerobios), bacterias ácido lácticas BAL y hongos y levaduras HyL se muestran en el 

Cuadro 8. Estos microorganismos están presentes naturalmente en la carne ovina 

(Gutiérrez et al., 2013; Andrés et al., 2016). 

Al inicio del tiempo de almacenamiento no se encontraron diferencias para la CVT 

(P>0.05). Las cuentas iniciales de mesófilos aerobios (CVT) alcanzaron un conteo de 

5.81 log10 UFC/g, el cual fue menor que el límite establecido por la NOM-034-SSA1-

1993 en carne para hamburguesa y similares a los encontrados en otros estudios en 

carne de cordero (Fernandes et al., 2016).  
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Cuadro 8. Cambios microbiológicos en hamburguesas de cordero adicionadas con 
EHP y BHA durante el almacenamiento a 4 °C. Unidad: log UFC g-1 

Microorganismos Tratamientos Tiempo de almacenamiento (días) 
  0 3 7 11 
Cuenta viable 

total 

CO 5.81 ± 0.09Aa 6.46 ± 0.09Ab 7.24 ± 0.11Ac 7.54 ± 0.12Ad 
EHP 5.73 ± 0.05Aa 6.36 ± 0.16Ab 7.12 ± 0.15Ac 7.26 ± 0.15Bd 
BHA 5.80 ± 0.05Aa 6.40 ± 0.17Ab 7.10 ± 0.10Bc 7.36 ± 0.11Bd 

Bacterias ácido 

lácticas 

CO 6.13 ± 0.22Aa 6.50 ± 0.13Ab 7.33 ± 0.07Ac 7.54 ± 0.13Ad 
EHP 5.92 ± 0.06Ba 6.35 ± 0.15Ab 7.35 ± 0.10ABc 7.50 ± 0.11Ad 
BHA 5.82 ± 0.25Ba 6.31 ± 0.17Bb 7.20 ± 0.12Bc 7.42 ± 0.09Ad 

Hongos y 

levaduras  

CO 5.72 ± 0.24Aa 6.18 ± 0.12Ab 7.01 ± 0.20Ac 7.38 ± 0.14Ad 
EHP 5.65 ± 0.05Aa 6.01 ± 0.11ABb 6.77 ± 0.19Bc 7.10 ± 0.17Bd 

BHA 5.63 ± 0.07Aa 5.99 ± 0.19Bb 6.79 ± 0.19Bc 7.23 ± 0.10Ad 

A,B,C: En una columna, diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05) para cada tipo 
de microorganismo;  a,b,c,d: En una fila, diferentes letras indican diferencias significativas 
(P<0.05) por cada día de muestreo  

 

Durante el almacenamiento, la CVT incrementó significativamente (P<0.001) para todos 

los tratamientos y las hamburguesas con BHA (7.36 log10 UFC/g) no difirieron (P>0.05) 

en relación con las hamburguesas que contenían el extracto de hoja de pimienta (7.26 

log10 UFC/g), pero difirieron en relación a las hamburguesas control (7.54 log10 UFC/g) 

(P<0.05). Considerando el límite máximo de CVT de 7 log10 UFC/g, establecido por la 

Comisión Internacional de Especificaciones Microbiológicas en Alimentos (ICMSF, 

2004), para el cual la carne es considerada inapropiada para el consumo, las 

hamburguesas almacenadas bajo las condiciones de este estudio podrían tener un 

máximo de vida de anaquel de 7 días, ya que después de este periodo todos los 

tratamientos se consideran inaceptables. 

Al inicio del tiempo de almacenamiento, las hamburguesas control obtuvieron una 

población mayor de bacterias ácido lácticas (BAL) en relación con las adicionadas con 

EHP y BHA (P<0.05), pero al final del tiempo de almacenamiento los tres tratamientos 

obtuvieron poblaciones similares (P>0.05). Sin embargo, las hamburguesas control 
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presentaron las poblaciones más altas, seguidas por las adicionadas con EHP y BHA, 

lo cual tuvo relación directa con el pH. A partir del día 7, la concentración reportada 

para los tres tratamientos alcanzó los límites máximos considerados para las BAL (7 

log10 UFC/g) y en la cual inicia la alteración de la carne (Nortjé y Shaw, 1989). En 

contraste a los presentes resultados, Andrés et al., (2016) observaron una 

concentración menor en hamburguesas de cordero adicionadas con extracto de orujo 

de tomate a los 7 días de almacenamiento   

Los hongos y levaduras siguieron una tendencia creciente similar a los otros 

microorganismos, sin embargo, al final del tiempo de almacenamiento las 

hamburguesas adicionadas con EHP presentaron una concentración menor (P<0.05) 

comparadas con las hamburguesas control y las adicionadas con BHA. Esto en 

concordancia con las propiedades antifúngicas del EHP, como previamente se ha 

reportado en otros estudios, y principalmente a la presencia de sus compuestos 

fenólicos (Kamble, 2012; Rao et al., 2012). 

Algunos autores han sugerido que el uso de extractos de plantas ricos en compuestos 

fenólicos prolonga la vida de anaquel de la carne y productos cárnicos debido a su 

actividad antimicrobiana, incluida la P. dioica como una de las especias con uno de los 

mayores potenciales, sugiriendo actividad antimicrobiana compatible con antioxidantes 

sintéticos (Tajkarimi et al. 2010). Sin embargo, la vida de anaquel es  frecuentemente 

limitada por el deterioro microbiano dependiendo de las condiciones de 

almacenamiento, como de la concentración inicial del material crudo (Bañón et al., 

2007), así como de la concentración del extracto y el empaque utilizado (Garrido et al., 

2011).  
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VII. CONCLUSIONES 

La hoja de Pimenta dioica es una fuente importante de compuestos fenólicos los cuales 

tienen una relación directa con la actividad antioxidante, por lo que los extractos pueden 

ser útiles como aditivos para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. La 

actividad antimicrobiana in vitro no fue efectiva para bacterias Gram-negativas.  

La adición de extracto acuoso de hoja de P.dioica en una concentración de 1000 ppm 

mejora la aceptación de hamburguesas de carne de cordero. También, tiene efecto 

antioxidante al adicionarse en este producto cárnico, inhibiendo la oxidación lipídica al 

mismo nivel que el aditivo sintético BHA durante el almacenamiento (4°C), pero limita 

microbiológicamente la vida de anaquel de las hamburguesas a 7 días. 

La hoja de P. dioica puede ser considerada como materia prima para la obtención de 

extractos que se utilicen como conservadores para mejorar la calidad, la estabilidad y la 

seguridad de productos cárnicos.  
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VIII. RECOMENDACIONES 

Se recomienda complementar el estudio de los extractos de hoja de Pimenta dioica con 

el análisis de otros compuestos fitoquímicos como flavonoides, taninos, saponinas, 

entre otros. De igual forma, obtener la composición química de los extractos permitiría 

identificar los compuestos específicos responsables del efecto antioxidante y 

antimicrobiano 

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro con hongos y levaduras de interés comercial.  

Se requieren más estudios que aborden una concentración máxima límite del extracto 

acuoso de hoja de P. dioica que no afecte los atributos sensoriales de la carne y con 

esto evaluar si mejora el efecto antimicrobiano durante el almacenamiento. 

Probar otros sistemas de almacenamiento de las hamburguesas de carne de cordero 

(empaque al vacío, atmósferas modificadas, congelación).  
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X. ANEXOS 

Anexo 1. Curva de calibración de fenoles totales con ácido gálico 

 

Anexo 2. Porcentaje de reducción del radical DPPH para el extracto acuoso 
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Anexo 3. Porcentaje de reducción del radical DPPH para el extracto etanólico 

 

Anexo 4. Porcentaje de reducción del radical DPPH para el extracto cetónico 
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Anexo 5. Porcentaje de reducción del radical ABTS para el extracto acuoso 

 

Anexo 6. Porcentaje de reducción del radical ABTS para el extracto etanólico 
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Anexo 7. Porcentaje de reducción del radical ABTS para el extracto cetónico 

 

Anexo 8. Curva de calibración de Trolox para el método FRAP 
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Anexo 9. Ficha utilizada para la evaluación sensorial 
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