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Resumen y Abstract IX

Resumen

Se evalué el comportamiento de peliculas con diferentes concentraciones de quitosano y
aceites esenciales a partir de parametros como contenido final de humedad,
permeabilidad al vapor de agua, macro y microestructura, elasticidad, resistencia al corte
y color. Se encontr6 que la concentracion de quitosano tiene efecto significativo sobre
propiedades fisicoquimicas y estructurales de las peliculas, mientras que los aceites
esenciales no ejercen ningun efecto aparente. Se determind el comportamiento de los
recubrimientos de quitosano y aceites esenciales aplicados sobre mango minimamente
procesado (MMP) almacenado en condiciones de refrigeracién a 5 °C. Se encontré que
los recubrimientos de quitosano y aceites esenciales son capaces de extender la vida (til
del MMP, al mantener por mas tiempo sus atributos de calidad. Se realizé la evaluacién
sensorial del MMP con adicion de recubrimientos con diferentes concentraciones de
quitosano y aceites esenciales. Se encontré que el mango con recubrimiento de
guitosano al 1% y aceite esencial al 1% fue el que mayor aceptacion tuvo. Se valoré la
actividad antimicrobiana de los recubrimientos de quitosano y aceites esenciales in vitro
e in vivo. Se encontr6 que los recubrimientos presentaron indicios de actividad
antimicrobiana in vitro en el control de microorganismos Salmonella sp., Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. En la evaluacion in vivo en mango
durante el periodo de almacenamiento se encontr0 un efecto bactericida contra
coliformes totales, bacteriostatico contra mesofilos aerobios, asi como un efecto

fungistatico.
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Abstract

The behavior of edible films with different concentrations of chitosan and essential oils
was evaluated in moisture content, water vapor permeability, macro, microstructure,
elasticity, straight stress and color. Chitosan concentration has a significant effect on
physicochemical and structural properties of the film. Essential oils do not have any effect
on the films. Stability of edible coatings of quitosano and essential oils was evaluated on
minimally processed mango (MMP) stored at refrigeration temperatures at 5 °C. edible
coatings of chitosan and essential oils can extend shelf life of MMP maintaining its quality
attributes for longer periods of time. Sensory evaluation was performed to MMP with
different concentrations of chitosan and essential oils. Minimally processed mango coated
with chitosan (1%) and essential oil of lemon (1%) had the best sensory acceptation.
Antimicrobial activity of chitosan and essential oils was evaluated in vitro and in vivo.
Inhibitory activity in vitro showed traces inhibitory activity against Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae. Evaluation in
vivo on mango during storage period showed bactericide effect against total coliforms,

bacteriostatic effect against mesophillic aerobic microoganisms, and fungistativ effect.
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Introduccidén

Por su misma naturaleza, las frutas minimamente procesadas tienen periodos de vida
muy cortos lo que dificulta su conservacion y reduce notablemente el tiempo de
exposicion en anaqueles. Los cambios bioquimicos que sufren después de las
operaciones de cosecha y poscosecha provocan alteraciones visibles y en muchos casos
poco agradables para el consumidor, quien selecciona éstos productos basandose en

sus atributos sensoriales principalmente apariencia y textura.

El mango (Mangifera indica L.) es una fruta tropical que debido a sus caracteristicas
sensoriales es apetecido para su consumo en fresco a nivel mundial, lo que genera un
reto para su conservacion pues una vez sometido a las operaciones transformacion,
inicia también un proceso de oxidacion y pardeamiento, aumento de sélidos solubles y
pérdida de agua, asi como otros cambios que afectan directamente sobre la calidad final
del producto. Debido a la creciente demanda de los productos minimamente procesados
se ha venido trabajando en la busqueda de diferentes alternativas de empaque y
almacenamiento que permitan conservar por mas tiempo las caracteristicas
fisicoguimicas que lo hagan sensorialmente aceptable durante los periodos de transporte

almacenamiento y distribucion.

El uso de peliculas y recubrimientos comestibles se constituye en una alternativa que ha
mostrado buenos resultados al ser usada en diferentes matrices alimentarias y

especialmente en la industria de frutas y hortalizas debido no solo a caracteristicas como
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permeabilidad selectiva a gases (oxigeno y productos metabdlicos) y humedad, sino a la
posibilidad de usar diferentes subproductos y residuos de la industria alimentaria como
materia prima, convirtiéndolos en una opcién en el manejo de tecnologias limpias. Tal es
el caso del quitosano, un polimero obtenido principalmente del exoesqueleto de
crustaceos, que ademas de su capacidad para ser usado como recubrimiento posee
propiedades antimicrobianas, lo ha sido objeto de diferentes estudios. Otra caracteristica
de los recubrimientos comestibles que presenta bastante interés es su capacidad de
actuar como vehiculo de diferentes sustancias con funcionalidad tecnolégica; tal es el
caso de los aceites esenciales de quienes se ha encontrado poseen propiedades
antioxidantes, antifingicas, antibacterianas, entre otras; que pueden ayudar a proteger

y/o conservar los alimentos durante los periodos de almacenamiento.

Los aceites esenciales, metabolitos secundarios de las plantas que contienen en su
estructura anillos aromaticos, son elaborados naturalmente por diferentes partes de las
plantas como hojas, flores y tallos. Como ejemplos de ellos se puede mencionar los
aceites esenciales de canela, vainilla, rosas, citricos como el limén, mandarina y naranja,
entro otros. Son ampliamente conocidos por poseer caracteristicas como capacidad
antioxidante y antimicrobiana, con importantes perspectivas para el control de

crecimiento de microorganismos patdgenos y alterantes.

Con el desarrollo del presente trabajo se pretendié determinar el efecto del uso de
recubrimientos comestibles de quitosano y aceites esenciales sobre el mango
minimamente procesado, evaluando a través de diferentes técnicas de laboratorio los
cambios fisicoquimicos, microbiol6gicos y sensoriales que sufre el mango a lo largo de su

vida de almacenamiento en condiciones de refrigeracion.



1.Articulo de Revision: Caracteristicas
antimicrobianas y bioactivas de quitosano
y aceites esenciales para elaboracion de
peliculas y recubrimientos para
bioconservacion de frutas minimamente
procesadas

Fabian RICO-RODRIGUEZ, Carolina GUTIERREZ-CORTES, Consuelo DIAZ-MORENO.

1.1 Resumen

El quitosano (CH), un polimero de origen animal, ha sido objeto de interés en los dltimos
afios debido a sus propiedades antimicrobianas y a su capacidad para mejorar la
estabilidad y vida util de los alimentos. Se ha encontrado que la molécula de quitosano
tiene un amplio espectro de accion in vitro contra bacterias gram-negativas, gram-
positivas y hongos. Esta capacidad, junto con caracteristicas como la biodegradabilidad,
no toxicidad y capacidad para formar recubrimientos y peliculas hacen del CH un
compuesto ideal para ser usado en la biopreservacién de alimentos. El CH es capaz de
actuar como vehiculo de diferentes compuestos bioactivos que permiten mejorar
caracteristicas de calidad de frutas minimamente procesadas. Se ha encontrado que los
aceites esenciales combinados con recubrimientos o peliculas de CH reducen la pérdida
de humedad, textura y oxidacion de tejidos. Ademas, por su actividad bactericida y
fungicida es capaz de prolongar la vida util de diferentes tipos de frutas. El objetivo del

presente documento es presentar de forma concreta las nuevas tendencias del uso de
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recubrimientos y peliculas de quitosano como componente activo y las tendencias de su

uso en la conservacion de frutas minimamente procesadas.

Palabras clave: Antimicrobiano, biopreservacion, frutas minimamente procesadas,

recubrimiento comestible.

1.2 Abstract

Chitosan, a polymer from animal sources, has been recently studied due to its
antimicrobial properties and its capacity to improve stability and shelf life of food. Chitosan
molecule has shown a high action spectrum in vitro against gram-positive, gram-negative
and fungi. This ability, along to characteristics like biodegradability, non toxicity and film
and coating forming property performs chitosan as an ideal compound to be used in food
biopreservation. CH may act as vehicle for different bioactive compounds which help to
improve the quality of minimally processed fruits. It's been found that essential oils
combined with films or coatings of CH reduce loss of weight, texture and tissues
oxidation. Also, due to its bactericide and fungicide activity, CH and essential oils are able
to extend shelf life of different fruits. The aim of this paper is to present in short the new
tendencies in use of chitosan films and coatings as active component and its trends in

minimally processed fruits preservation.

Keywords: Antimicrobian, biopreservation, minimally processed fruits, edible coat.

1.3 Introduccion
La quitina es un polisacarido de cadena lineal (Battisti y Campana-Filho, 2008) de origen
animal que se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza haciendo parte

importante de la estructura del exoesqueleto de insectos y crustaceos (Goy et al., 2009;
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Kong et al.,, 2010; Majeti N.V, 2000), asi como de algunas especies de hongos
(Aspergillus niger, Mucor rouxii, Penicillium notatum) (Devlieghere et al., 2004); después
de la celulosa, es el biopolimero més abundante en la naturaleza (Dutta et al., 2009). La
quitina consiste de uniones de 2-deoxi B-D-glucano a través de enlaces B(1—4), que a
pesar de la presencia de grupos acetamido en el carbono C2 posee una estructura y
distribucion similar a la molécula de celulosa y como ésta su funcién es estructural
(Abdou et al., 2008; Majeti N.V, 2000). Como caracteristicas fisico-quimicas se tienen
entre otras que la quitina es un compuesto de color blanco, con una estructura cristalina
altamente ordenada, poca solubilidad y reactividad (Goy, et al., 2009), alta dureza y baja
elasticidad. Adicionalmente es considerado la mayor fuente de polucién superficial en

areas costeras (Abdou, et al., 2008; Majeti N.V, 2000).

Cuando se modifica la estructura de la quitina removiendo los grupos acetilo unidos al
grupo amino del Carbono C2 en el anillo del glucano por medio de una hidrélisis alcalina
a elevadas temperaturas se produce el (1—4)-2-amino-2-deoxi-p-D-glucano
(Glucosamina) y (1—4)-2-acetamida-2-deoxi-B-D-glucano  (N-Acetil-glucosamina),
conocido como quitosano (Battisti y Campana-Filho, 2008; Dutta, et al., 2009; Goy, et al.,
2009; Pedro et al., 2009) con predominio de la primera unidad (Battisti y Campana-Filho,
2008). La quitina ha sido objeto de diversos estudios debido a su potencial aplicacion en
la industria de alimentos, agricola, y tratamiento de aguas residuales. En la industria de
alimentos se han realizado diferentes estudios sobre el uso del quitosano en diferentes
matrices (frutas y hortalizas, lacteos, carnicos) debido a las propiedades plastificantes y
antimicrobianas que éste presenta (Embuscado y Huber, 2009). En este mismo sentido,
en los ultimos afios se han hecho varios estudios para conocer las caracteristicas del uso
del quitosano como empaque (Abugoch et al.,, 2011; Dutta, et al.,, 2009; Mohammed,

2010) y como agente conservante para alimentos generando resultados que alientan a su
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uso en la industria (Chien et al., 2007; Devlieghere, et al., 2004; Fernandez-Saiz et al.,

2008; Hernandez-Mufioz et al., 2008).

El objetivo del presente documento es dilucidar la potencial aplicacion del quitosano
como ingrediente en la elaboracién de peliculas y recubrimientos comestibles con

capacidad biopreservante en la industria de las frutas minimamente procesadas.

1.4 Obtencion de la quitina y el quitosano

1.4.1 Obtencién de la quitina

En general, la obtencion de la quitina se realiza a partir de krill (Teng et al., 2001),
insectos y caparazones de crustaceos, siendo los camarones la fuente mas importante
entre ellos (Goy, et al., 2009; Kong, et al., 2010; Kucukgulmez et al., 2011; Majeti N.V,
2000). La obtencién de este compuesto se realiza a través de un proceso que consta de
tres etapas, desmineralizacién, deproteinizacion y despigmentacion (Battisti y Campana-
Filho, 2008). De igual manera, la quitina es el componente caracteristico de los grupos
taxonémicos Zygo-, Asco-, Basidio- y Deuteromycetos (Muzzarelli et al., 2012). La
produccion de complejos quitosano-glucano son asociados con los procesos de
fermentacion similares a aquellos para producir acido citrico a partir de Aspergillus niger,
Mucor rouxii y Streptomyces donde estan involucrados tratamientos alcalinos (Majeti N.V,

2000).

La obtencion convencional de quitina consiste de una adecuacién de las materias primas
a través de las operaciones de lavado, secado y troceado en piezas pequefias (Abdou, et
al., 2008). Una vez se cuenta con materia prima uniforme, se procede a la extraccion de
la quitina de los desechos de crustaceos por medio de un tratamiento acido a elevadas

temperaturas, generalmente con acidos como el clorhidrico o nitrico, con el fin de
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remover el calcio y otros minerales que se encuentran presentes. Seguido se realiza una
deproteinizacién (remocién de proteinas) a través de un tratamiento con hidréxido de
sodio (Goy, et al., 2009; Rinaudo, 2006; Teng, et al., 2001) a temperaturas que oscilan
entre 105 y 110 °C (Abdou, et al., 2008). Posterior a estos tratamientos se realiza una
despigmentacion a través de reacciones con permanganato de potasio, acido oxalico y
sulfdrico 6 a través de reflujos con etanol por varias horas. El producto obtenido es una
sustancia incolora, de estructura cristalina, altamente ordenada y resistente (Abdou, et
al.,, 2008; Rinaudo, 2006; Teng, et al.,, 2001), es insoluble en agua y varios otros
solventes. Sin embargo, la modificacion de su estructura se lleva a cabo para

incrementar su grado de solubilidad (Sagheer et al., 2009).

1.4.2 Obtencidn del quitosano

El quitosano es el principal derivado de la quitina (Figura 1); obtenido a través de su
deacetilacion parcial en estado sélido bajo condiciones alcalinas con hidréxido de sodio
concentrado (Kucukgulmez, et al., 2011; Rinaudo, 2006) o por hidrélisis enzimatica en
presencia de la quitin deacetilasa (Rinaudo, 2006). El objetivo de realizar la deacetilacién
de la quitina es obtener un polimero mucho mas versatil como mayor solubilidad en agua
(Domard, 2011). Algunos autores como Camacho et al. (2010) reportan un proceso de
fermentacion previo a la deacetilacion con mezclas de bacterias del género Lactobacillus

a 30 °C durante un periodo de 2 dias.

(a) Estructura de la quitina

OH OH OH
H 0 OH 0
S
o _koH' H o o 4 H o
H H e
H HN H HN H HN

Estructura del quitosano
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OH OH
H 0 OH o
s
¢ o1 H gy o
H H ™
H MH, H MH.,

Figura 1-1 . Estructura de una fraccién de las cadenas de quitina (a)

y quitosano (b).
Algunas especies de la familia de los Zygomicetos son conocidas por tener guitosano
como componente natural de su pared celular. Se ha reportado que el género Absidia
produce quitosano con posibilidades de produccion a escala comercial (Wang et al.,
2008). También ha sido reportada produccién de quitosano a partir de los especies como
Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Mucor
rouxii, Phycomyces blakesleeanus, Coprinus cinereus, Neurospora crassa, Trichoderma
reesei, Rhizopus spp., Absidia spp., Mucor spp., Mortierella isabelina, Lentinus edode y
Aspergillus niger a partir de su pared celular o su septo (Chatterjee et al., 2005; Logesh
et al., 2012; Suntornsuk et al., 2002; Yen et al., 2007).
En estado solido, el quitosano es un polimero semicristalino, aunque han sido reportadas
varias formas polimoérficas que varian en contenido de agua y densidad (Kim, 2011;

Rinaudo, 2006).

1.5 Propiedades del quitosano

1.5.1 Propiedades Fisicoquimicas

A diferencia de la mayoria de polisacaridos que se encuentran en la naturaleza, el
quitosano presenta un caracter basico (Kim, 2011) confiriéndole propiedades Unicas
como formaciéon de polioxisales, formacién de peliculas, quelaciéon de iones metalicos y
estructuras oOpticas caracteristicas (Majeti N.V, 2000). La gran cantidad de grupos amino

gue posee en su estructura, hace que el quitosano sea capaz de interactuar con
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diferentes sustancias para formar complejos. El quitosano es soluble en agua a pH
neutro, soluble en 4cido acético y en &cido clorhidrico, pero insoluble en acido sulfdrico
(Embuscado y Huber, 2009). Cuando el grado de deacetilacion del quitosano alcanza un
50%, el quitosano aumenta su solubilidad en soluciones acuosas acidas comportandose
como una molécula polielectrolita catidnica anfipatica (Devlieghere, et al., 2004; Sagheer,
et al., 2009), por lo que sus propiedades en solucion dependeran del balance entre sus
interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas. Miranda (2004) reporta solubilidad de quitosano
con grado de deacetilacion de 40% a pH de hasta 9.0 en solventes organicos, mientras
gue para un grado de deacetilacion mayor a 85% es soluble solo hasta pH de 6.5. La
forma mas comuUnmente encontrada de quitosano tiene alrededor de 85% de
deacetilacion, aunque se puede encontrar comercialmente entre 70% y 90% (Embuscado
y Huber, 2009; Roller y Covill, 1999; Shalaby y Burg, 2005). Ademas de afectar
notoriamente su solubilidad, el grado de deacetilacién del quitosano presenta efectos
sobre las propiedades fisicas y quimicas, asi como sobre su actividad biolégica

(Sagheer, et al., 2009).

Por otro lado, el peso molecular del quitosano es un factor que determina sus
propiedades fisicoquimicas (Kim y Rajapakse, 2005), asi como su comportamiento, es
decir, dependiendo de su grado de polimerizacion serd mayor o menor su actividad
biol6gica (Wang, et al., 2008). El peso molecular del quitosano depende en gran medida
de la fuente del mismo, y el grado de deacetilacién. Asi como varios factores que afectan
durante su obtencién como la temperatura, concentracioén de alcali, tiempo de reaccion,
tratamientos previos de la quitina, tamafio de particula, concentracion de oxigeno disuelto

y esfuerzo cortante (Kim, 2011; Kucukgulmez, et al., 2011).
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De acuerdo con resultados reportados por Signini et al. (2001), al tener quitosano
purificado de diferentes formas (neutra, acetato y clorhidrato) se obtienen diferentes
caracteristicas de solubilidad. Todas las muestras analizadas son solubles en soluciones
de acido acético, pero las obtenidas como clorhidrato son completamente solubles en

agua.

En cuanto a propiedades como la viscosidad, Kucukgulmes et al (2011) report6é que esta
se relaciona directamente con la temperatura y el tiempo de deacetilacién de la quitina.

Se obtiene una mayor viscosidad con altas temperaturas y periodos cortos tiempos.

Por otro lado, el quitosano es un compuesto biodegradable, de baja toxicidad y buena
biocompatiblidad; propiedades que lo hacen apropiado para usos biomédicos,
farmacéuticos, bioremediacion ambiental, proteccién de semillas y aplicaciones en la

industria alimentaria (Bevilacqua et al., 2010; Kim, 2011).

1.5.2 Propiedades Antimicrobianas

Auln cuando los patégenos son eliminados completamente de los alimentos durante su
procesamiento, existe el riesgo latente de recontaminacion del producto después de su
procesamiento (Fernandez-Saiz, et al., 2008). Dentro de las propiedades biol6gicas que
posee el quitosano se encuentra su capacidad de actuar como agente antimicrobiano,
area en la cual han sido realizados diferentes trabajos en donde se ha evaluado su
capacidad contra algas, levaduras, bacterias y mohos in vitro e in vivo (Goy, et al., 2009).
Su actividad antimicrobiana, como ya se menciond, depende de diversos factores como
el pH, grado de deacetilacion y polimerizacion (Benhabiles et al., 2012; Devlieghere, et
al., 2004; Goy, et al., 2009; Kong, et al., 2010; Qin et al., 2006). De igual manera esta

dada por otros factores como el tipo de microorganismo, estados fisico del quitosano,
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factores ambientales, métodos complementarios de control y composicion quimica del

sustrato segun lo describen Kong et al (2010) y Dutta et al (2009).

Una de las razones por las que el quitosano presenta actividad antimicrobiana es debido
a la carga positiva que exhibe el grupo amino en el carbono C2, que se cree interactia
con las paredes celulares de los microorganismos cargadas negativamente (Dutta, et al.,
2009; Helander et al., 2001). Esta interaccién conduce a la filtracion de electrolitos y
constituyentes proteicos desde interior de la célula (Devlieghere, et al., 2004; Mellegard
et al., 2011). Otro modo de accién sugiere que cuando el quitosano (<5000 kDa) logra
penetrar la membrana celular y es adsorbido por el DNA bacteriano interrumpe el
procesos de transcripcion del RNA (Benhabiles, et al., 2012). Goy et al (2009) sugieren
un tercer mecanismo de accion que se basa en la quelaciébn de metales unidos a
nutrientes esenciales para el crecimiento celular, mecanismo que es mas eficiente a pH

elevado donde los iones positivos son ligados al quitosano.

1.5.3 Actividad antifungica

Aunque la actividad antimicrobiana del quitosano ha sido comprobada contra diferentes
tipos de microorganismos, varios estudios han demostrado que ésta es mayor contra
bacterias que contra hongos (Ziani et al., 2009). En varios estudios se ha encontrado que
la capacidad fungicida del quitosano esta correlacionada en gran medida con su
concentracion encontrdndo a su vez que medios suplementados con altas
concentraciones de quitosano de bajo peso molecular son capaces de inhibir el
crecimiento de micelios (Bautista-Bafios et al., 2006; Hernandez-Lauzardo et al., 2008;
Ziani, et al., 2009). Anivel de laboratorio se ha encontrado que el quitosano es capaz de
inhibir el crecimiento de diferentes tipos de hongos como Fusarium. oxyporium y Phytium.

aphanidermatum inoculados en semillas de tomate inmersas en soluciones de quitosano
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entre 0,5 y 2,0 mg/ml donde se encontré reduccion en el nimero de lesiones causadas
por estos hongos (Bautista-Bafios, et al., 2006). Hernandez-Lauzardo (2008) encontr6
gue quitosano de bajo peso molecular en concentracién de 10 mg/ml present6 inhibicién
en el crecimiento in vitro de micelios de Rhizopus stolonifer. Los resultados no parecian
estar relacionados con la concentracion del quitosano sino con su grado de
polimerizacion. El efecto observado fue sobre la esporulaciéon. En otro trabajo, se evallo
el efecto del quitosano de diferente peso molecular en solucion al 1% m/v y peliculas
contra Alternaria alternata, A. niger y Rhyzopus oryzae. En los tres casos se observé
inhibicion del crecimiento, siendo una variable la forma de aplicacion. En el caso de R.
aryzae y A. alternanta fue mas efectivo el uso del quitosano en solucién, mientras que

para A. niger fue mas efectivo el uso en peliculas comestibles (Ziani, et al., 2009).

Por otro lado, Xia, et al (2011) reporta que para Fusarium. oxysporum, Phomopsis.
fukushi and A. alternata el quitosano de bajo peso molecular tiene mayor actividad
inhibitoria que el quitosano de alto peso molecular. Se ha estudiado también la actividad
antifingica in vitro del quitosano contra Guignardia citricarpa encontrando que el

quitosano al 1% inhibié completamente su crecimiento (Rappussi et al., 2009).

En otros trabajos se reporta que la actividad del quitosano contra hongos tiene un
caracter fungistatico mas que fungicida (Devlieghere, et al., 2004; Goy, et al., 2009; Rico-
Rodriguez et al.,, 2012) al ser bastante efectivo en la inhibicion de la germinacion de

esporas (Goy, et al., 2009).

1.5.4 Actividad antibacteriana

La accién bactericida del quitosano ha sido bastante discutida debido a que algunos

autores proponen que su efectividad es mayor contra bacterias gram-positivas, mientras
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gue otros sostienen que posee mayor eficacia contra bacterias gram-negativas
(Devlieghere, et al., 2004; Goy, et al., 2009; Kong, et al., 2010).

En trabajos realizados para evaluar la eficacia del quitosano frente a microorganismas
patégenos de alimentos como la Listeria. monocytogenes se ha encontrado que su
crecimiento se ve significativamente reducido al entrar en contacto con peliculas
preparadas con esta sustancia (Sanchez-Gonzélez et al., 2010). Al igual que en L.
monocytogenes, se ha encontrado que el quitosano es eficaz contra patégenos como
Escherichia. coli, Staphylococcus. aureus y Bacillus. cereus en ensayos realizados in
vitro (Dutta, et al., 2009). En otros trabajos se evalu6 el efecto de peliculas de quitosano
contra S. aureus y Salmonella ssp. encontrando una reduccién significativa en el
crecimiento de estas bacterias al realizar pruebas de inhibicion (Fernandez-Saiz, et al.,
2008; Fernandez-Saiz et al., 2009). Se observo inhibicion del crecimiento de la poblacién
de E. coli, Pseudomona aeruginosa y Salmonella typhimurium con quitosano a 250 ppm,
en cuyo caso se concluyé que el quitosano es capaz de bloquear las propiedades de
barrera de la membrana celular externa de las bacterias gram-negativas considerandolo
como un antimicrobiano de accién indirecta (Helander, et al., 2001). En estudios
realizados para evaluar la efectividad del quitosano contra B. subtilis, evaluando
germinacion de esporas y crecimiento en presencia de quitosano con diferentes
propiedades moleculares, se encontré una relacidon entre crecimiento, concentracion y
peso molecular (Mellegard, et al., 2011). En resultados reportados por Mohammed (2010)
se muestra también actividad inhibitoria de quitosano contra E. coli, Salmonella.
choleraesius, S. typhimurium y S. aureus con una concentraciébn minima inhibitoria menor
a 0,25 mg/ml.

La actividad antibacteriana y antifingica del quitosano hace de este un compuesto de

particular interés para ser usado como coadyuvante de diferentes técnicas de
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conservacion de alimentos. Aunque, al encontrar complejidad y variabilidad en su
composicion puede también variar los resultados obtenidos entre estudios in vitro e in

Vivo.

1.6 Recubrimientos y peliculas de quitosano

Aunque presentan diferencias principalmente en el pH y tipo de acidificante del medio, el
quitosano se emplea basicamente de dos formas cuando se pretende usar para la
conservacion de alimentos, la primera en forma de recubrimiento (solucién acuosa en la
cual se inmersa la sustancia a recubrir) y la segunda en forma de pelicula o film (piel o
capa delgada formada por un polimero) (Embuscado y Huber, 2009). Lo anterior debido a
las capacidad de formacion de peliculas y a sus caracteristicas mecanicas, de barrera,
comestibilidad, biocompatibilidad, apariencia, no toxicidad, no contaminante vy
antimicrobiano (Abugoch, et al., 2011; Mohammed, 2010; Vasconez et al., 2009). Aunque
estas varian de acuerdo a los solventes usados y la fuente del quitosano, entre otros

(Abugoch, et al., 2011).

El quitosano es una sustancia que permite ser utilizada en conjunto con otros
compuestos para formar recubrimientos o peliculas, este es el caso de su mezcla con
almidones (Pitak y Rakshit, 2011; Vasconez, et al., 2009), proteinas (Abugoch, et al.,
2011; Atarés et al., 2010), lipidos (Vargas et al., 2006). También pueden actuar como
vehiculo de diferentes sustancias (Embuscado y Huber, 2009; Falguera et al., 2011,

Martins et al., 2012).

En general, los recubrimientos se trabajan con concentraciones de quitosano de hasta
3% m/v disueltas en diferentes soluciones de &cido clorhidrico, acético, lactico, entre

otros al 1% v/v. Diversos autores reportan un tiempo de agitacién de entre 30 minutos y 3
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horas agregando también glicerol al 1% v/v con el fin de lograr una adecuada
homogenizacién del polimero, posteriormente se realiza una degasificacion (Dong et al.,
2004; Falguera, et al., 2011; Ferreira-Soares et al., 2011; Rico-Rodriguez, et al., 2012).

Una vez hecho esto se realiza una pasteurizacion o esterilizacion.

Para la elaboracion de las peliculas comestibles de quitosano se realiza el mismo
procedimiento y posteriormente se somete a un secado a temperaturas entre 35y 50 °C
por un tiempo aproximado de 48 horas con el fin de evaporar el agua y lograr una

pelicula homogénea (Pitak y Rakshit, 2011).

1.7 Aplicacion de recubrimientos de quitosano sobre
frutas

Se ha trabajado en torno a recubrimientos comestibles para alimentos que ademas de
protegerlos posean propiedades antimicrobianas con el fin de mejorar la seguridad y la
vida atil del alimento (Dutta et al.,, 2009; Sanchez et al., 2009). Los empaques
antimicrobianos son uno de los sistemas de empaque activo con buenos efectos contra la
contaminacion y alteraciones fisicoquimicas de los alimentos como pérdida de humedad,
migracion de selectiva de gases, oxidacion, entre otros (Dutta, et al., 2009; Embuscado y

Huber, 2009).

Por su versatilidad, el CH ha sido usado junto con diferentes compuestos bioactivos para
lograr mejores resultados en las matrices alimentarias. Para este fin, se ha trabajado la
combinacion con proteinas de origen vegetal (Abugoch et al., 2011) y animal (Atarés et
al.,, 2010; Ferreira et al., 2009; Gomez-Estaca et al., 2011), vitaminas (de Britto et al.,
2011; Martins et al., 2012), aloe vera (Khoshgozaran-Abras et al., 2012), hidrocoloides
(Shih et al., 2009; Vasconez et al., 2009; Zhai et al., 2004), acidos grasos (Vargas et al.,

2006) y aceites esenciales (Atarés, et al., 2010; Ojagh et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et
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al., 2011; Sanchez-Gonzalez et al., 2010). En cada uno de estos estudios se evalla la
capacidad del CH como vehiculo, asi como el efecto sinérgico, aditivo o antagdnico que
pueda tener al ser usado en alimentos. Los resultados obtenidos conducen a un uso
potencial del CH para mantener la calidad de frutas y hortalizas minimamente
procesadas por periodos mas largos de tiempo debido a las propiedades fisicoquimicas y

capacidad antimicrobiana que presenta este compuesto.

Muchos trabajos han sido sido realizados en torno a recubrimientos comestibles para
alimentos que ademas de protegerlos posean propiedades antimicrobianas con el fin de
mejorar la seguridad y la vida til del alimento (Dutta, et al., 2009; Sanchez-Gonzalez, et
al., 2011). ElI empaque juega un papel importante en la conservacion, distribucién y
mercadeo de los alimentos. (Falguera et al., 2011). De acuerdo con varios autores, los
empaques antimicrobianos son uno de los sistemas de empaque activo mas
prometedores y efectivos contra la contaminacién y dafios de los alimentos (Dutta, et al.,
2009; Embuscado y Huber, 2009). Con éste propdsito, varios biopolimeros han sido

estudiados como matriz polimérica (Sanchez-Gonzalez, et al., 2011).

Los productos vegetales minimamente procesados, debido a sus caracteristicas de
proceso y conservacion, requieren de sistemas que sean capaces de actuar como
barreras contra vapor de agua, gases y procesos oxidativos durante el almacenamiento
(Vargas et al., 2008). Vu et al (2011) realizaron estudios quitosano y aceites esenciales
de orégano, tomillo, limoneno y pimienta sobre fresa para extender su vida util en
almacenamiento refrigerado. Se encontré que el recubrimiento con quitosano y limoneno
tuvo un buen efecto antimicrobiano extendiendo la vida util de la fresa refrigerada. De
igual manera se realizaron estudios con diferentes concentraciones de quitosano y aceite

esencial de limon para evaluar la calidad en fresa refrigerada. Se encontr6 que los
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recubrimientos afectaron de manera positiva reduciendo la tasa respiratoria e
incrementando la actividad antifingica (Perdones et al., 2012). En trabajos realizados por
Bautista et al (2003) realiz6 estudios para evaluar el efecto de quitosano y extractos de
plantas sobre hongos patdgenos de la papaya. Encontrando que no solo se reduce la
aparicion de antracnosis, sino que mejora las caracteristicas de calidad de la fruta. Otro
estudio realizado en uvas demostré que el uso de quitosano y aceite esencial de orégano
es capaz de controlar el crecimiento de patdgenos de la fruta durante el almacenamiento
poscosecha (dos Santos et al., 2012). También se evalu6 el efecto de la combinacion de
aceites esenciales de bergamota, quitosano y carboximetilcelulosa para aumentar la vida
de almacenamiento de uva, encontrando que la combinacion del aceite y el quitosano
disminuyeron la taza respiratoria de la uva y aumentando la resistencia mecanica a los
dafios. Asi mismo se encontré un aumento en la actividad antimicrobiana comparado con

los demas tratamientos (L. SAnchez-Gonzélez et al., 2011).

En los anteriores efectos es posible observar como el quitosano es capaz de actuar en
combinaciéon con aceites esenciales de diferentes origenes con el fin de mejorar
diferentes atributos de calidad, asi como aumentar la vida util del producto. De igual
forma es posible observar un aumento en la actividad antimicrobiana de los productos

estudiados.

1.8 Conclusiones

El CH es un polimero que presenta una gran versatilidad en su uso y una comprobada
actividad antimicrobiana. Se han propuesto diferentes mecanismos de accion a través de
los cuales el CH puede inhibir o retardar el crecimiento de los microorganismos, dentro
de los cuales los patégenos y alterantes alimentarios presentan gran interés por ser ellos

los que estan directamente relacionados con la inocuidad y con la estabilidad y vida util
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de alimentos frescos. Ademas, las propiedades funcionales del CH pueden ayudar a
mantener diferentes pardmetros de calidad de productos frescos como su textura, color y
atributos sensoriales que, ademas de la calidad microbiolégica, tienen un papel
importante en la industria alimentaria, especialmente la comercializacion de frutas

minimamente procesadas.
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2.Caracteristicas fisicoquimicas de peliculas
comestibles de quitosano Yy aceites
esenciales de citricos para biopreservar
mango minimamente procesado

RICO-RODRIGUEZ, Fabian; DIAZ-MORENO, Consuelo

2.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto de la inclusién de diferentes
concentraciones de aceites esenciales (AES) de limén y naranja en peliculas comestibles
de quitosano (CH) al 1% y 2% con el fin de ser usadas en la biopreservacion del mango
minimamente procesado MMP. Se encontré que el espesor de las peliculas depende de
la concentracién de CH y no de los AES. De igual manera, los AES no tienen efecto
(p<0.05) sobre propiedades como la permeabilidad al vapor de agua, color, elasticidad o
resistencia al corte. Parametros como color &mbar, superficie lisa y baja permeabilidad al
vapor de agua son propiedades favorables al ser usadas para biopreservar MMP con el

fin de prolongar la vida util por periodos de tiempo mayores.

Palabras claves: Quitosano, pelicula comestible, biopreservacion, permeabilidad al

vapor de agua.

2.2 Abstract

The aim of this study was to investigate the effect of the inclusion of different

concentrations of essential oils (AES) of lemon and orange in edible films of chitosan
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(CH) at 1% and 2% to be used for biopreservation of minimally processed mango (MMP).
Film thickness depends on CH rather than AES. In the same way, AES does not have
effect (p<0.05) on properties like vapor water permeability, color, elasticity or shear.
Parameters like amber color, smoth surface and low water vapor permeability are

desirable properties to biopreserve and extend shelf life of MMP.

Keywords: Chitosan, edible film, biopreservation, water vapor permeability.

2.3 Introduccidn

Una pelicula comestible es un material de envoltura (empaque) muy delgado empleado
en la industria de alimentos que se puede ingerir (Embuscado y Huber, 2009) debido a
gue proviene de polimeros biodegradables que ayudan a incrementar la calidad y vida util
de los alimentos durante su conservacion (Sanchez-Gonzalez et al., 2011). Dentro de los
biopolimeros utilizados se encuentra el quitosano (CH), un compuesto polimérico
obtenido a través de una hidrdlisis alcalina a elevadas temperaturas de la quitina, un
polimero de origen animal de estructura similar a la celulosa distribuido ampliamente en
la naturaleza (Battisti y Campana-Filho, 2008; Battisti y Campana-Filho, 2008; Dutta et
al., 2009; Goy et al., 2009; Pedro et al., 2009). En la industria de frutas y hortalizas se ha
encontrado que el CH es capaz de inhibir la accion de las peroxisadas en frutas como la
fresa. Ademas, evita la degradacién de las paredes celulares debidas a la accién de las
poligalacturonasas en tomate estimulandolo a producir estas enzimas, de igual manera
induce una respuesta mas efectiva al ataque de patdégenos al ser empleado en la
superficie de las frutas (Bautista-Bafios et al., 2006). En los ultimos afios se ha trabajado
en la aplicacién del quitosano como pelicula, para realizar empaques primarios y como

recubrimiento (por inmersion), para proteccion directa de los alimentos (Abugoch et al.,
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2011; Dutta, et al., 2009; Mohammed, 2010) por su actividad como agente
biopreservante natural (Chien et al., 2007; Devlieghere et al., 2004; Fernandez-Saiz et

al., 2008; Hernandez-Mufioz et al., 2008).

Se ha encontrado que mango troceado, (Chien, et al., 2007), fresa (Hernandez-Mufioz, et
al., 2008) y zanahoria (Vargas et al., 2009), la adiciéon de peliculas o recubrimientos con
diferentes concentraciones de CH ayuda a retardar la pérdida de humedad y la
disminucion de la aceptacion sensorial, incrementando caracteristicas como contenido de
soélidos solubles, acidez titulable y contenido de &cido ascérbico, ayudando a prolongar

su vida util.

Los aceites esenciales, compuestos aromaticos naturales presentes en plantas
aromaticas (Bakkali et al., 2008), son ampliamente conocidos por actuar como agentes
antimicrobianos para el control del crecimiento de microorganismos patégenos y
alterantes de los alimentos (Bajpai et al., 2011), dentro de este grupo de compuestos, los
aceites esenciales de citricos poseen gran potencial en la conservacién de alimentos
debido a su eficacia en el control invitro de diferentes microorganismos como E. coli, S.
aureus y Salmonella entre otros (Sanchez-Gonzélez, et al., 2011; Sanchez-Gonzélez et

al., 2010).

En este trabajo se realiz6 la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de peliculas
comestibles de quitosano (CH) y aceites esenciales (AES) para ser usados en la

biopreservacion de MMP.
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2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Elaboracién de pelicula

Las soluciones de quitosano (Kittoflo®) y aceites esenciales (Aromasynt SAS) se
prepararon segun una modificacion del procedimiento reportado por Sanchez-Gonzéalez
(2011). Se disolvio CH (1 y 2% m/v) en é&cido lactico al 1% v/v a 40 °C durante 2 h, se
filtré y se adiciond glicerol (0,5 %v/v) y Tween80® (0,5 %v/v). En la solucién anterior se
emulsificaron los AES de limén o naranja en concentraciones finales de 0,5; 1,0y 1,5
%v/v con agitacion a 800 rpm durante 3 h, se desgasific6 a 25°C controlando la
temperatura para evitar evaporacion de los AES, la solucion se ajusté a pH de 3.5. Las
peliculas se realizaron sirviendo 12 ml para los tratamientos con CH al 2% y 24 ml para
los tratamientos con CH al 1% en cajas de petri plasticas de 90 mm de didmetro. Las
soluciones se secaron a 40°C durante 48 horas. Luego se colocaron en un desecador

para evitar la ganancia de humedad hasta el momento de los analisis.

2.4.2 Contenido de humedad y espesor

Se evaluo el contenido de humedad por gravimetria segun método 935.29 (AOAC, 2002),
calculando la pérdida de peso del las soluciones al cabo de 48 horas de secado. El
espesor de las peliculas fue medido con un micrometro analogo marca MITUTOYO® con

sensibilidad de 0.01 mm, se realizaron nueve mediciones por muestra.

2.4.3 Analisis estructural

Para el analisis de la estructura microscépica de las peliculas se realizé una metalizacién
en un sputter Balzers®, en condiciones de prevacio (<10-1 torr), Posteriormente las
muestras fueron observadas en un Microscopio Electrénico de Barrido FEI QUANTA

200® provisto de un cafién de electrones con su 6ptica, cAmara de muestras, circuito de
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vacio, electronica de deteccion y registro de imagen, trabajando diferentes aumentos

(1000x, 2000x y 5000X).

2.4.4 Resistencia al corte y elasticidad

La resistencia al corte y la elasticidad de las peliculas se evaluaron por el método de
extensibilidad (Atarés et al., 2010), las pruebas fueron realizadas en un texturémetro TA-
TX Plus®, estas propiedades se determinaron a partir de las curvas de estrés-tension,
estimadas a partir de la fuerza de deformacién. Se tomaron muestras de 25 x 30 mm que
fueron montadas en las empufiaduras y estiradas a una velocidad de 50 mm.min™ hasta

romperse.

2.4.5 Permeabilidad al vapor de agua.

Para la determinacion de la permeabilidad al vapor de agua, la pelicula fue colocada en
la boca de tubos de ensayo llenos con silica gel y colocados en un desecador con agua
destilada en el fondo (100% RH; 2,34 kPa presion de vapor a 20 °C) los tubos fueron
pesados a intervalos de 1 hora durante 10 horas a temperatura constante de 20°C. El
estado estacionario y la actividad de agua se aseguraron manteniendo el aire interno en
circulaciéon con un ventilador miniatura dentro del desecador (Carneiro-da-Cunha et al.,

2009).
La permeabilidad al vapor de agua se calculd segun la siguiente ecuacion:

Am
WVP=—xL
txAxP,

Figura 2-1 Ecuacion de permeabilidad al vapor de agua
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Donde WVP es la permeabilidad del vapor de agua en g.mm.m?h*kPa®; Am es la
variacion del peso de la silica gel en g; t es la variacion del tiempo en h; A es el area

expuesta de las peliculas en m?y P, es la presion parcial de vapor de agua a 20°C.

2.4.6 Color

Se obtuvieron los pardmetros de color de las peliculas de CH (1 y 2%) y AES (0,5; 1,0y
1,5%) usando un colorimetro MINOLTA CR300®, evaluando las diferencias en los
parametros de color en escala CIELAB junto con la cromaticidad y el &ngulo de tono. Las

mediciones se realizaron por triplicado.

2.4.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de las muestras se realiz6 un ANAVA con un disefio parcelas
divididas en el paquete estadistico Statistics 8.0®, donde los datos fueron
completamente aleatorizados dentro de las parcelas, los tratamientos corresponden a la
concentracion de CH, el bloqueo se realiza sobre el tipo de AES y las parcelas sobre la
concentracion de aceites esenciales. Se realiz6 la prueba de comparaciones multiples de
Tukey para evaluar las diferencias entre medias de los tratamientos. Las diferencias se

consideraron significativas con una probabilidad p<0.05.

2.5 Resultados y discusion

2.5.1 Contenido de humedad y espesor de las peliculas

En la Tabla 2-1 se muestran los promedios de los porcentajes finales de humedad de las
peliculas elaboradas con CH y AES, alli se observa que las peliculas con 2% de CH
presentaron un porcentaje significativamente mas alto (p>0,05) con respecto al peso

inicial comparadas con las peliculas de CH al 1%. Esto se debe a la mayor concentracion
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de sodlidos totales de la solucion inicial. Por otro lado, al evaluar el efecto de los AES de
limén y naranja, no se encontraron diferencias (p>0,05) entre ellos. Los AES no tienen
ningun efecto sobre los contenidos finales de humedad para los tratamientos, indicando
gue la concentracion de aceites esenciales no tiene relacién con la pérdida de peso de
las peliculas.

Tabla 2-1 Contenido final de humedad (%) de las peliculas
de quitosano y Aceites esenciales.

Aceites Esenciales 1%QUITOSANO %
CONTROL 0% 3,564 +0,295° 4,53 +0,026"
0,5% 3,30 +0,0042 4,50 + 0,039"
LIMON 1% 3,27 +0,0542 4,59+0,127°
1,5% 3,28+0,036® 4,57 +0,238"
0,5% 3,26+ 0,009 4,42 + 0,486"
1% 3,25+0,216 4,69 + 0,269"

NARANJA

1,5% 3,29 + 0,006 4,50 + 0,654"

1,5% 3,29 + 0,006% 4,50 + 0,654
* Letras diferentes corresponden a diferencias significativas
entre tratamientos.

La Tabla 2-2 muestra las diferencias en los espesores de las peliculas de CH y AES de
liméon y naranja a diferentes concentraciones, principalmente dadas entre
concentraciones de CH y no siendo relevantes entre el tipo de AES. Sin embargo, se
encontraron espesores mayores para concentracion de quitosano de 1%, aspecto que
influenciado en gran medida por las diferencias encontradas en el contenido final de
humedad en las peliculas, pues fue mayor la pérdida de humedad en las peliculas con

1% de CH que en las peliculas con 2%.

Los espesores de las peliculas se encuentran dentro de los rangos reportados por
Abugoch, et al. (2011), Vasconez, et al. (2009), Martins, et al. (2012) y Ojagh et al. (2010)

guienes encontraron valores entre 0,054 mm vy 0,142 mm para diferentes
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concentraciones de CH y proteina de quinua, quitosano y tocoferoles y quitosano y aceite
esencial de canela a 48 h a 25°C, 16 h a 35 °C 32 h a 25°C respectivamente; sin
embargo, Martinez-Camacho, et al. (2010), Sangsuwan, et al. (2008) y Miranda et al.
(2004) lograron obtener en sus experimentos peliculas con espesores que oscilaban
entre 0,028 y 0,060 mm dependiendo de la concentracion de quitosano, desde 0,2%

hasta 2%, usando el mismo método de secado.

Tabla 2-2 Espesor (mm) de las peliculas de CH y AES

AES QUITOSANO
1% 2%
CONTROL 0% 0,116 * 0,00572 0,083 + 0,0095"
0,5% 0,143 % 0,00952 0,072  0,028"
LIMON 1% 0,126 + 0,00582 0,06 + 0,0081°
1,5% 0,076 + 0,00582 0,06 + 0,02°
0,5% 0,115 + 0,012 0,058 + 0,0096"
NARANJA 1% 0,086 + 0,00582 0,085 + 0,0129"

1,5% 0,123 +0,00752 0,09 + 0,0316"

* Letras diferentes corresponden a diferencias significativas entre
tratamientos.

Los resultados indican que a mayor concentracion de CH en las peliculas, menor sera el
espesor de las mismas para el rango de concentracion evaluado. El tipo de AES

empleado no afecta el espesor de las peliculas para ninguno de los tratamientos.

2.5.2 Analisis estructural

Al realizar un analisis macroscopico de las peliculas de CH y AES obtenidas, se observo
gue estas permanecen estables a condiciones ambientales, su superficie es de textura
lisa, suave y brillante, carente de poros o fracturas, tampoco se presenté separacion

visible de fases o rompimiento de la emulsién, caracteristicas que concuerdan con las
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descritas por Assis y Valmir (2003), quienes ademas de las condiciones descritas,
mencionan en sus peliculas presencia de impurezas macroscépicas, debidas a un filtrado
ineficiente de la solucion inicial. Ademds, se observé que las peliculas con 1% de CH
eran mas brillantes, cristalinas y flexibles que aquellas con 2% de CH que presentaron
color amarillo opaco y menos flexibilidad, se fracturaban facilmente al ser dobladas; sin
embargo, no era posible diferenciar visualmente dentro de los tratamientos las peliculas

elaboradas con AES de limén y AES de naranja.

A nivel microscépico se encontrd que algunas peliculas tenian fracturas en su superficie
(Figuras 2-2 a, i y I), similares a las reportadas por Cardenas, et al. (2010) en peliculas
de quitosano acidificadas con acido acético. Sin embargo, en el presente estudio las
fracturas se presentaron al usar 4cido lactico como agente acidificante. Estas fracturas se
extendian a lo largo de toda la superficie de la pelicula; no obstante, las demas peliculas
(Figuras 2-2 b, c, d, e ,f ,g ,h ,j, k, m y n) mostraron una superficie homogénea, lisa
caracteristica de lactato segun lo reportan Isis y Valmir (2003), caracteristica también
dada por la presencia del concentraciones de CH entre 0,5y 3% (Shih et al., 2009), con
aparicion de pequefias porosidades de aproximadamente 1,15 um de didmetro debidas a
la presencia de los agentes plastificantes y emulsificantes (glicerol y Tween80®),
descripcion que concuerda con la reportada para los rangos de concentraciones de CH
trabajadas en otros trabajos (Cardenas, et al., 2010; Tuhin et al., 2012; Zhai et al., 2004).
A nivel microscépico tampoco se evidencié rompimiento de la emulsion CH-AES. Las
peliculas con mejor apariencia general fueron la control 2% y6 la CL110, pues

presentaron una mejor homogeneidad en su estructura macro y microscopica.
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(a) Control1 (b) CN105 (c) CN110 (d) CN115

(f) CL110 (g) CL115

(h) Control2 (i) CN205 () CN210 (k) CN215

() CL205 (m) CL210 (n) CL215

Figura 2-2 Micrografias de las peliculas de CH y AES de limé6n y naranja.
CH= quitosano, CN= quitosano y naranja, CL= Quitosano y limén

*el primer digito de cada pelicula corresponde a la concentracién de quitosano (1% 6 2%), el
segundo y tercero corresponden a concentracién de AES (0,5, 1,0 6 1,5%)

Las peliculas que muestran fracturas en su superficie no presentan valores altos de
permeabilidad al vapor de agua, tampoco se ve afectada la resistencia al corte de las
peliculas, sin embargo, estas peliculas muestran espesores mas pequefios que las
peliculas de superficie lisa dentro de los mismos tratamientos. Por lo que el resultado es

debido a causas inherentes al proceso de elaboracion de la pelicula, especialmente
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durante la operacion de secado, y no a las concentraciones del CH y los AES o a la
concentracion o interaccién entre estos. Segun Abugoch et al (2011) la superficie lisa,
continua y compacta es caracteristica del CH, manteniéndose esta caracteristica al ser

usada con diferentes componentes que la acompafian y con quien puede interactuar.

La concentracion de CH tiene una relacién directa sobre la macro y microestructura de
las peliculas, sin embargo, no se observo efecto alguno de los AES sobre las
caracteristicas estructurales; en general, no existen diferencias en la estructura de las
peliculas, las fisuras encontradas en algunas de ellas son debidas a la operacion de
secado, por lo que es necesario regular las condiciones de operacién del equipo como

temperatura y velocidad de circulacion del aire con mayor precision.

2.5.3 Resistencia al corte y elasticidad

Los resultados reportados para la resistencia al corte de las peliculas de CH y AES
(Tabla 2-3) no arrojaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre
tratamientos, de igual manera se encontrd que la concentracion de AES no tiene efecto
significativo sobre la fuerza realizada para romper la pelicula, pues tuvieron un

comportamiento similar al control.

Las peliculas de CH al 1% tuvieron valores de esfuerzo al corte mas altos que aquellas
peliculas elaboradas con CH al 2%, el contenido final de humedad tiene un efecto en el
esfuerzo al corte de las peliculas, al aumentar en contenido de humedad de las peliculas
disminuyé el esfuerzo necesario para cortarlas. No se presentaron diferencias
significativas (p>0.05) para la elasticidad en las peliculas. Las peliculas de CH del
presente estudio tuvieron una resistencia al corte similar a realizadas reportadas por

Atares et al (2010) quien reporta valores entre 66 y 98 MPa para peliculas de CH y
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caseinato con 5% de humedad final. Por otro lado, Abugoch (2011), quien trabaj6é con
recubrimientos de quitosano y proteina de quinua reporta valores de resistencia al corte

del rango de 2.3 a 22 MPa, mucho menores que los reportados en este estudio.

Las peliculas de CH y AES, sin importar su concentracién presentan una elasticidad alta
comparada con otras realizadas con materiales y concentraciones similares, lo que
puede conferir resistencia a daflos mecanicos al ser usada en mango minimamente
procesado; los AES no tienen efecto alguno en la resistencia al corte o elasticidad de las
peliculas por lo que pueden ser usados en las concentraciones trabajadas sin afectar las

propiedades resistencia de corte o elasticidad de las peliculas.

Tabla 2-3 Esfuerzo al corte de las peliculas de
quitosano y aceites esenciales (MPa)

Aceites Quitosano
Esenciales 1% 2%

Control 0% 90.35+6.01 75.54 £ 3.44
0,5% 78.32 £ 4.54 95.53+1.89
AESL 1% 81.09+£5.94 87.76 £ 4.82
1,5% 99.98 £ 8.18 99.98 +5.84
0,5% 72.90 £ 2.45 82.20 £ 4.64
1% 83.31 £4.00 79.98 £5.17

AESN
1,5% 99.98 + 6.67 77.76 £ 3.65
1,5% 99.98 £+ 5.43 77.76 £7.24

2.5.4 Permeabilidad al vapor de agua.

En la Tabla 2-4 se muestran los resultados obtenidos para la permeabilidad del vapor de
agua en las peliculas de CH y AES, donde se puede observar que los valores de ésta
para los dos tratamientos presentan diferencias significativas (p<0,05); ademas, se

encontraron valores mas bajos de permeabilidad para la concentracién de CH al 2%,
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indicando que a mayor concentracion de CH existe una menor permeabilidad de vapor de
agua; asi mismo, es posible afirmar que ni el tipo de AES, ni el porcentaje en que se
encuentra éste en la pelicula ejerce un efecto importante sobre la permeabilidad al vapor

de agua.

Abugoch (2011) reporté valores de permeabilidad al vapor de agua que variaban entre 38
y 94 g.mm.h.m?.kPa™ para peliculas de quitosano en concentraciones de 1% de CH y
1% de CH — 1% de proteina de quinua. Li, et al. (2010), Miranda et al. (2004) y Ojagh et
al. (2010) reportan valores que oscilan entre 1.00 y 8.06 g.mm.h.m?2kPa?, similares a
los obtenidos en el presente estudio, por lo que las peliculas poseen un patron de
comportamiento similar al reportado en la literatura para las concentraciones y tiempos

trabajados.

Tabla 2-4 Permeabilidad al vapor de agua (g mm h™ m? kPa’
') de las peliculas de quitosano y aceites esenciales

Aceites Escenciales QUITOSANO
1% 2%
CONTROL 0% 4,759+0,138% 2,004 + 0,842"
0,5% 4,105%0,9662 0,928 + 0,045
LIMON 1% 6,359+0,170° 1,999 +0,112°

1,5% 4,842 +0,2142 2,790 + 0,156
0,5% 7,595 + 0,2222 1,201 +0,073°
NARANJA 1% 6,950 + 0,2722 2,114 + 0,089°

15% 4,597 +0,1262 2,026 + 0,076"
* Letras diferentes corresponden a diferencias significativas
entre tratamientos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio para las caracteristicas de permeabilidad
de las peliculas no mostraron una relacion aparente entre los AES de limén y naranja y la
permeabilidad al vapor de agua, pues los valores obtenidos fueron similares a los del

control, por lo que la permeabilidad al vapor de agua depende fundamentalmente de la
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interaccion entre las moléculas de quitosano que conforman la pelicula. Estos resultados
favorecen la reduccion en la pérdida de humedad de productos de origen vegetal al ser

usados en esta matriz.

2.5.5 Color

Al realizar el andlisis de varianza para el parametro de luminosidad de las peliculas de
guitosano se encontraron diferencias (p<0,05) entre las dos concentraciones de
quitosano, indicando que las muestras al 2% tendian a ser mas claras con promedio
general de 91.00 que las peliculas al 1% con promedio general de 86,53, los valores
medios se encuentran reportados en la Figura 2-3 a, El pardmetro b* (Amarillo-azul)
arroj6 también diferencias significativas (p<0,05) indicando que para el caso de las
muestras con CH al 2% presentaron un color que tiene mas hacia los tonos amarillos
(31,05) que las muestras de CH al 1% (22,03). En cuanto a la intensidad de color o
cromaticidad (C*) de las muestras se encontraron valores promedio de este indice de
31,78 para las muestras con 2% de CH, comparadas con 23,13 para las muestras con
1% de CH, indicando una mayor saturacion de color en las muestras del primer
tratamiento (p<0,05); la Figura 2-3 ¢ muestra el comportamiento de éste indice. Del
mismo modo, para el angulo de tono (Figura 2-3 d) de los colores de las peliculas el
andlisis de varianza mostr6 diferencias significativas (p<0,05) entre los dos tratamientos

analizados, presentando una mayor cantidad de luz en las muestras con 2% de CH.

Para el pardmetro a* (rojo-verde) no se encontraron diferencias significativas (p>0,05)
indicando que éste parametro se mantuvo sin variacién para los dos tratamientos

evaluados.
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Los valores reportados en el presente estudio son mucho mas altos que los reportados
por Khoshgozaran et al (2012) y Rotta et al (2009) quienes reportan valores de L* que
varian entre 3,72 y 50,0, b* 0,52 y 20.01, C* 3,85 y 20,15, aunque el parametro a* estuvo
en el mismo rango para peliculas de CH y aloe vera y CH e Hidroximetilcelulosa,
resultando en peliculas opacas y color blanco. Las propiedades de color son muy
importantes cuando se relacionan con el grado de aceptacion de los consumidores, por lo
gue al variar alguno de estos pardmetros de color puede variar también la percepcién
gue se tenga de un producto. Debido a que el color de las peliculas se mantuvo en los
amarillos, esta favorece su uso en el mango minimamente procesado, pues se busca que
la pelicula y/o recubrimiento de CH usado no interfiera de manera negativa sobre la
percepcion del producto, manteniendo asi el atributo de color en el mango los mas
atractivo posible para el consumidor. En general, la inclusién de los AES de limén vy
naranja en las peliculas de CH no afecta en su apariencia, sin embargo, se hace
necesario evaluar como es su comportamiento con respecto al tiempo y a la interaccion

con el mango troceado.

(@) (b)

95.00 40,00

b
2250 k 30,00 .

R A a b A C e
af.0o0 n " W05 Jo00 b W 0.50%
5750 O1.00% o O1.00%
25.00 4 e 1o.00 A
8250 - m150% - E1.50%

.00
B0.00 -4

CW1  CW2  CLl  CLZ
CHN1  CMN2Z  CL1 €Lz

(©) (d)



44 ESTUDIO DE LA APLICACI()N DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES DE
QUITOSANO Y SU COMBINACION CON ACEITES ESENCIALES SOBRE LA VIDA
UTIL DEL MANGO (Mangifera indica L.) MINIMAMENTE PROCESADO

A0.00 115.00
a
30,00 4 b 110.00 - L
a b Bo050% b W0 s50%

000 4 105 00 — a

O1,00% Ol1.00%
To.00 4 10000 —

@150% E1.50%
o004 S5 00 -

CHL  CHZ2  CL1  CLZ CHN1 CM2 L1 CL2

Figura 2-3 Variacion de la luminosidad (a), parametro b* (b), Cromaticidad (c), Tono (d) en las
peliculas de de CH y AES
* Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos

CN1 = Quitosano al 1% y AES de naranja; CN2 = Quitosano al 2% y AES de naranja; CL1% =
Quitosano al 1% y AES de limén, CL2 = Quitosano al 2% y AES de limon.

2.6 Conclusiones

El uso de AES de limén y naranja en concentraciones entre 0,5y 1,5% en la elaboracién
de peliculas comestibles de CH al 1 y 2% no afectan las propiedades fisicoquimicas de
las peliculas de CH, sin embargo, propiedades como la permeabilidad, la humedad final y
el espesor de las peliculas se ven afectados por el contenido de CH presente en la
mezcla. Existen diferencias importantes en los parametros de color de las peliculas,
dados principalmente entre concentraciones de quitosano en las peliculas. La
concentracion de CH usada en la pelicula no afecta de manera significativa el
comportamiento fisicoquimico de las mismas. A partir de los resultados obtenidos se
puede afirmar que la concentracidn de quitosano que posee las mejores caracteristicas
para ser usada en MMP es la de 2%. Los resultados mencionados anteriormente
sugieren la posibilidad de evaluar la forma en que el CH y los AES pueden llegar a influir
en la aceptacion sensorial, la capacidad microbicida y aspectos estructurales y

nutricionales al ser utilizados en la conservaciéon de MMP.
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3.Influencia de recubrimientos comestibles
de quitosano y aceites esenciales de limdn
y naranja sobre la vida util de mango
minimamente procesado

RICO-RODRIGUEZ, Fabian; GUTIERREZ-CORTES, Carolina; DIAZ-MORENO,

Consuelo

3.1 Resumen

Antecedentes: las frutas minimamente procesadas han tomado gran importancia en la
dieta de los consumidores debido al cambio en sus habitos de consumo y al contenido
nutricional de los alimentos. Objetivo: el objetivo fue determinar los cambios
fisicoguimicos, microbiol6gicos, estructurales y sensoriales en mango minimamente
procesado (MMP) con recubrimientos de quitosano (CH) y aceites esenciales (AES) de
limén y naranja. Métodos: se realiz6 la inmersion de MMP, previamente tratado acido
citrico y texturizante en soluciones de CH y AES de limén y naranja. Se evaluo la pérdida
de peso, aceptacion sensorial, variacion de soélidos solubles, acidez titulable, &cido
ascorbico, cambios en el color en coordenadas CIELAB, firmeza y elasticidad y cambios
microbiol6gicos durante 11 dias de almacenamiento refrigerado a 5 °C, de igual manera,
se realiz6 la evaluacion in vivo de los diferentes recubrimientos. Resultados: se
encontr6 que el recubrimiento con CH y AES de limén tuvo una mejor aceptacion
sensorial comparado con los demas tratamientos evaluados, no se encontraron

diferencias significativas (p>0.05) en la pérdida de peso, acidez titulable, contenido de
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acido ascérbico, pérdida de firmeza o elasticidad. Hay un alto contenido de fenoles
totales debido a la composicion de los AES, asi como una alta capacidad antioxidante
durante los primeros dias de almacenamiento, caracteristica que tiende a disminuir a los
largo del estudio. Se encontrd variacion sobre el parametro a* de color, asi como una
notable disminucién de la carga microbiana para el tratamiento con AES de limon
comparad con los demas tratamientos. Conclusiones: El uso de recubrimientos de CH
y AES de limén ayuda a mantener la vida uatii del MMP durante 11 dias de
almacenamiento, no afectado caracteristicas como la aceptacién sensorial, a diferencia
del recubrimiento de CH y AES de naranja que no tiene mayor incidencia en mango, pero

si en su aceptacion sensorial.

Palabras claves: recubrimiento comestible, Mangifera infica L., crecimiento microbiano,

color, textura.

3.2 Abstract

Backgrounds: minimally processed fruits have had great importance in Customers’ diet
due to a change in consumptions habits and nutritional value of food. Objectives: the
objective was to determinate physicochemical, microbiological, structural and sensory
changes in minimally processed mangoes (MMP) with edible coatings of chitosan (CH)
and essential oils (AES) of lemon and orange. Methods: MMP in cubes previously dipped
into citric acid and texturizing solution was dipped into CH and AES of lemon and orange
coatings. Weight loss, sensory acceptance, total soluble solids, titrable acidity, ascorbic
acid, color changes in CIELAB coordinates, firmness and elasticity and microbiological
changes were evaluated along 11 days of refrigerated storage at 5 °C. Results: Coating

of CH and AES of lemon had more acceptance than other treatments, no differences
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were found (p>0.005) en weight loss, titrable acidity, ascorbic acid firmness or elasticity.
There is a high amount of total phenols due to AES composition, as well as a high
antioxidant capacity on the first days of storage, this characteristic decreases during the
days of study. The parameter a* of color showed a variation during the storage. There
was a decrease of microbial charge for AES of lemon treatment compared with the other
samples. Conclusions: coating of CH and AES of lemon helps to keep shelf life of MMP
along 11 days of storage, without affecting characteristics like sensory acceptance,
opposite to coatings of CH and AES of orange which does not have incidence on general

acceptance of mango but sensory acceptance.

Keywords: edible coating, Mangifera indica L., microbial growth, color, texture.

3.3 Introduccion

El consumo de alimentos frescos troceados o minimamente procesados es una
tendencia que ha tenido gran aceptacion dentro del comercio mundial de alimentos (Oms
et al., 2010). EI mango (Mangifera indica L.) es un producto de gran importancia a nivel
internacional debido a sus caracteristicas sensoriales, suculencia, textura, dulzor y sabor
exotico, que lo hacen altamente atractivo al consumidor. Se consume en diferentes
estados de madurez y presentaciones comerciales como jugos, néctares y aderezos para

carnes, entre otros (Machado y Schieber, 2010; Materano et al., 2004).

Recientemente se ha prestado gran atencién a técnicas de empaque para alimentos que
ademds de protegerlos posean propiedades antimicrobianas (empaques activos) con el
fin de mejorar la seguridad y la vida util del alimento (Dutta et al., 2009; Sanchez-
Gonzalez et al.,, 2011). Con éste propésito, varios compuestos naturales han sido

estudiados como matriz polimérica (Sdnchez-Gonzalez, et al., 2011), dentro de ellos se
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encuentra el quitosan o quitosano (CH). EI CH es un polisacarido de origen animal de
gran importancia en la elaboracién de peliculas y recubrimientos comestibles debido a
sus caracteristicas estructurales (Muzzarelli et al., 2012). Este compuesto muestra una
importante aplicaciéon enfocada a sistemas de empaque activo, posee caracteristicas
como la de ser biodegradable, biocompatible con tejidos humanos, no toxico y
especialmente presentar actividad antimicrobiana contra bacterias, mohos y levaduras

(Embuscado y Huber, 2009; Falguera et al., 2011; Nussinovitch, 2009).

Los aceites esenciales (AES) son compuestos aromaticos naturales formados como
metabolitos secundarios de plantas aromaticas (Bakkali et al., 2008). Se ha encontrado
gue los AES poseen capacidad antimicrobiana (Bajpai et al., 2011). Particularmente los
AES de citricos poseen gran potencial en la conservacién de alimentos debido a su
actividad in vitro frente a microorganismos como E. coli, S. aureus y Salmonella sp

(Sanchez-Gonzalez, et al., 2011; Sanchez-Gonzalez et al., 2010).

Se ha encontrado que en frutas como el mango troceado, (Chien et al., 2007), fresa
(Hernandez-Mufoz et al., 2008) y zanahoria (Vargas et al., 2009), la adicion de
recubrimientos con diferentes concentraciones de CH ayuda a retardar la pérdida de
humedad y la disminucién en la calidad sensorial, incrementando caracteristicas como
contenido de sdlidos solubles, acidez titulable y contenido de acido ascérbico, ayudando

a prolongar su vida util.

La demanda de alimentos que requieran un menor tiempo de preparacion o que se
encuentren ya listos para consumir ha crecido notablemente debido al estilo de vida de
las personas en las Ultimas décadas. Junto con ésta demanda, ha crecido también el
interés por consumir alimentos que conserven el contenido nutricional y las

caracteristicas sensoriales propias del alimento natural (Oms-Oliu et al., 2010).
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El objetivo del presente trabajo fue determinar los cambios fisicoquimicos,
microbioldgicos, estructurales y sensoriales en MMP con recubrimientos de quitosano y

aceites esenciales de limoén y naranja.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Materia prima

La variedad de mango utilizada fue Mangifera indica L. cv Tommy Atkins debido a sus
caracteristicas de tamafio y peso (mayor a 300 g), poca fibrosidad, facilidad de manejo y
comercializacion. El mango se recolecto y seleccioné de acuerdo a sus caracteristicas de
uniformidad de tamafo, forma, color y ausencia de dafios mecanicos y/o aquellos
causados por infecciones fangicas, seleccionado y clasificado segun atributos de sanidad

y calidad estipulados en la norma técnica colombiana NTC-1266 (1994).

3.4.2 Elaboracion del mango minimamente procesado

El mango se lavo y desinfecté el mango entero. Luego se pelé y corté en cubos de 1 cm
y se realiz6 una inmersion por 10 minutos en solucion de &cido citrico (1 % m/v) como
agente antioxidante (previo al tratamiento) y cloruro de calcio al 0,5% m/v como sustancia

texturizante por el mismo tiempo.

3.4.3 Recubrimientos

Las soluciones de CH comercial (Kittoflo®) y aceites esenciales (Aromasynt SAS) se
prepararon segun una modificacion del procedimiento reportado por Sanchez-Gonzales
et al (2011). Se disolvié CH (1 y 2% m/v) en una solucion de acido lactico al 1% v/v a 40
°C durante 2 h, se filtré y posteriormente se adicioné glicerol (0,5 %v/v) y Tween80® (0,5

%v/v), se emulsifico el AES de limoén o naranja en concentraciones de 0,5; 1,0 y 1,5% v/v
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con agitacion a 800 rpm durante 3 h y se desgasificé a 25°C controlando la temperatura

para evitar evaporacion de los AES, la solucion se ajust6é a un pH de 3.5.

3.4.4 Evaluacion sensorial

Para seleccionar los recubrimientos que se utilizaron con los aceites esenciales se
realizé una prueba de aceptacion sensorial con escala heddnica de 5 puntos para las
diferentes concentraciones de CH (1% y 2%) y AES de naranja (0.5%, 1.0% y 1.5%) y
otra para las de AES de limén (0.5%, 1.0% y 1.5%), donde 5 es “me gusta mucho”, 3 es
“ni me gusta ni me disgusta” y 1 corresponde a “me disgusta mucho”. La prueba se
realizé a un grupo de 60 panelistas consumidores. La evaluacién sensorial se realizé el
dia 0 de almacenamiento y los pardmetros evaluados fueron olor y sabor, debido a que
los demas parametros de color y textura dependian de la interacciébn entre el
recubrimiento y el mango durante el tiempo de almacenamiento., A partir de los

resultados obtenidos se procedi6 a seleccionar los recubrimientos con mejor aceptacion.

Para la seleccion del MMP con recubrimiento que tuviera la mejor aceptacion sensorial
se prepararon muestras con los AES de limén y naranja seleccionados inicialmente. Un
control de quitosano y un control negativo (sin recubrimiento), se realiz6 una prueba de
aceptacién con escala hedoénica de 5 puntos para las diferentes muestras, donde 5 es
‘me gusta mucho”, 3 es “ni me gusta ni me disgusta” y 1 “me disgusta mucho”. Se
evaluaron los parametros de color, olor y sabor. La prueba se realizdé a un grupo de 60
panelistas consumidores. A partir de los resultados se procedio a determinar el MMP con

recubrimiento que tuviera la mejor aceptacion sensorial.
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3.4.5 Pérdida de peso

Para la medicién de pérdida de peso se almacen6 MMP con los diferentes tratamientos y
se pesaron durante 11 dias, el valor de cada medicién se comparo con el peso de la fruta

inmediatamente cortada de acuerdo con el procedimiento de Chien et al (2007).

3.4.6 Sélidos solubles, acidez titulable y &cido ascérbico

Los sdlidos solubles del MMP se midieron durante los 11 dias de almacenamiento de
acuerdo con el procedimiento 932.12 (AOAC, 2002) con un refractometro ATC 113. La
acidez titulable se midié segun el método 942.15 (AOAC, 2002) tomando 10 g de
muestra y diluyéndola con agua destilada, agregando 0,3 ml de solucién de fenolftaleina
y titulando con hidroxido de sodio 0,1 M. El contenido de acido ascérbico fue medido
segun Ryley y Kajda (1994). Se tom6 una muestra de aproximadamente 1 g de pulpa
licuada de cada uno de los tratamientos de MMP y se disolvié con solucion de acido
oxalico 0,15% m/m, se dej6 en reposo y se filtrd, posteriormente se tom6 1 ml de filtrado
y se adicionaron 100 pul de solucién de 2-nitroanilina 0,16 % m/m (en HCL y acido acético
1:1), a la mezcla anterior se le adicionan 100 pl de nitrito de sodio 0,08% m/m y se agita
hasta decolorar, se deja en reposo durante 5 minutos y se agregan 3.6 ml de etanol
absoluto y 1 ml de NaOH 10 % m/m se deja en reposo 5 minutos y se lee la absorbancia

534 mn..

3.4.7 Color

Los parametros de color de las muestras de MMP con recubrimientos se midieron con un
colorimetro MINOLTA CR300®, evaluando las diferencias en los parametros de color en

escala CIELAB, adicional los pardmetros de cromaticidad y angulo de tono.
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3.4.8 Firmezay elasticidad

Se evalué la fuerza requerida para penetrar (firmeza) y la elasticidad en los tejidos del
MMP, las pruebas fueron realizadas en un texturémetro TA-TX Plus® con el aditamento
P/2n, las condiciones de operacion fueron: velocidad de entrada 1.0 mm.s™, velocidad de

penetracion 2.0 mm.s™, profundidad 6 mm velocidad de salida 10 mms™.

3.4.9 Fenoles totales y capacidad antioxidante

Para la preparacion de los extractos realizé una modificacion del procedimiento reportado
por Ma et al (2011), se homogenizaron 10 g de MMP con recubriminto y se extrajeron en
20 ml de etanol:acetona (7:3 v/v) por una hora a temperatura ambiente. El extracto fue
filtrado y lavado con etanol:acetona. Este procedimiento se repiti6 bajo las mismas
condiciones y se aforé a 50 ml. Se almacenaron los extractos en congelacién (-20 °C)

hasta la medicion de fenoles totales y capacidad antioxidante.

El contenido de fenoles totales se determin6 por el método de Folin-Ciocalteau (Ma, et
al., 2011). La absorbancia fue medida a 765 nm. Los fenoles totales se expresaron como
mg.L" de &cido gélico. La solucion estandar de &cido galico se prepar6 a

concentraciones entre 0.1 y 1000 mg.mL™.

Para medir la capacidad antioxidante por el método de FRAP se utiliz6 una modificacion
del método reportado por Ma et al (2011). La solucién stock, preparada con 300 mM de
buffer acetato a pH 3.6, 10 mM de TPTZ en 40 mM de HCL y 20 mM de FeCl; en
proporcion 10:1:1. Se adicionaron 25 pl de muestra o trolox a 1 ml de agua destilada y se
permitid reaccionar con 1.8 ml de solucion FRAP durante 30 minutos a temperatura

ambiente. Las lecturas se realizaron a 593 nm.
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3.4.10 Andlisis microbioldgico

Para evaluar el comportamiento microbiolégico de las muestras de MMP con
recubrimientos durante los 11 dias de almacenamiento se utilizaron los procedimientos
del manual del INVIMA (1998). Se homogenizaron 11 g de muestra en 99 ml de agua
peptonada (10") y se realizaron diluciones seriadas de 107y 10°. Se cuantificd
presencia de coliformes totales (CT) y fecales (CF) a 37 y 44 °C respectivamente por
técnica de numero mas probable (NMP) en caldo BRILA (Merck), caldo triptofano (Oxoid)
y agar EMB (Merck). El recuento de mesofilos y psicréfilos aerobios viables fue realizado
en Agar Plate Count (Merck) a 37 °C y 4°C durante 48 horas y el de mohos y levaduras
en Agar OGY (Oxoid) con Oxitetraciclina a 25 °C durante 7 dias. Los valores se

reportaron como Log UFC/g.

3.4.11 Analisis estadistico

Para el tratamiento estadistico de los resultados se utiliz6 el programa estadistico
Statistix 8.0® las muestras se trabajaron en un disefio experimental completamente al
azar con una debida aleatorizacion de las muestras. Se realiz6 la prueba de
comparaciones multiples de Tukey para evaluar las diferencias entre medias de los
tratamientos. Las diferencias se consideraron significativas cuando la probabilidad era
menor del 5% (p<0.05). Para la evaluacion sensorial de las muestras, los resultados se
evaluaron por medio de un andlisis de varianza de Kruscal-Wallis, evaluando las
diferencias entre cada una de las muestras, las diferencias se consideraron significativas

cuando la probabilidad era menor del 5% (p<0.05).
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3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Evaluacion sensorial

Para la seleccion de los recubrimientos con mejor aceptacion sensorial dentro de cada
AES se encontr6 que el pardmetro de olor era significativamente diferente entre los
diferentes tratamientos evaluados para las muestras de naranja (p<0,05). La muestra que
present6 mayor aceptacion fue la QN110 (1% de quitosano - 1% de AES de naranja). Las
deméas muestras fueron rechazadas por percepciones relacionadas con pescado o fruta
podrida. En cuanto a las muestras de AES de limén se encontré que existian diferencias
entre tratamientos (p<0.05). Sin embargo, los tratamientos con 1% de CH (QL105,
QL110 y QL115) mostraron mejores puntajes que los tratamientos con 2% de CH
(QL205, QL210 y QL215), formando dos grandes grupos. De acuerdo a las
observaciones de los panelistas las concentraciones més altas de ambos tipos de AES

(limén y naranja) dejaban notas amargas residuales en la boca.

En cuanto al atributo de sabor se encontrd que existian diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos con AES de naranja (p<0,05). Las muestras de mango tratados
con CH al 1% y AES 1% (QN110) y 0.5% (QN105) mostraron los mejores resultados.
Para el caso de las muestras con quitosano al 2% (QN205, QN210 y QN215) las
muestras fueron rechazadas debido a su predominante sabor a pescado detectado por
los panelistas, en el caso de la muestra con 1.5% de AES (QN115) la principal razén de
rechazo fue un predominante sabor a fruta podrida. Para las muestras con AES de limoén
presentaban diferencias estadisticamente significativas, se encontré6 que las muestras
con CH al 1% y AES al 1 y 1.5% (QL110 y QL115 respectivamente) tenian mejores

puntajes. Para realizar los estudios de vida Util se seleccionaron los tratamientos con CH
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al 1% y 1% de AES (QN110 y QL110) debido a que estos tratamientos tuvieron buena

aceptacién para olor y sabor y no presentaron olores o sabores residuales.

El grado de aceptacién sensorial de los cuatro recubrimientos seleccionados (QO, CQ,
QN11 y QL11) aplicados en MMP no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05). Las mezclas de recubrimientos a pesar de poseer colores
diferentes en solucion, no eran diferentes entre ellas al encontrarse como recubrimiento
sobre el mango minimamente procesado. Para el atributo de olor, se encontré que los
tratamientos eran diferentes entre ellos (p<0.05). La muestra con AES de limén (QL11)
obtuvo los mejores puntajes, indicando que fue la que mejor aceptacion tuvo. De otro
lado, la muestra con control de CH (CQ) fue la muestra con menor aceptacion. En cuanto
al atributo de sabor, se encontr6 que las muestras QL11 y QO eran significativamente
diferentes (p<0.05) de las muestras CQ y QN11, estos resultados indican que la muestra
de MMP con AES de limén presenta mejor aceptacién que la muestra con AES de

naranja, siendo tan aceptada como el MMP sin recubrimiento (QO).

3.5.2 Pérdida de peso

La Figura 3-1 muestra la variacion del peso en los trozos de MMP con los diferentes
tratamientos. Se puede observar una alta la pérdida de humedad de las muestras en los
primeros 3 dias de almacenamiento, sin embargo, para los demas dias de
almacenamiento hasta el dia 11 no hay una pérdida significativa comparada con los
primeros dias. Esta variacién se debe a que después de aplicados los recubrimientos
sobre el MMP y realizado el escurrido, aun existié exceso de fluidos, ademas, al proceso
normal de maduracioén de la fruta, que debido a procesos enzimaticos libera agua (Muda
et al., 1995); el andlisis estadistico, no mostro diferencias entre tratamientos (p>0.05), por

lo que los recubrimientos no tuvieron ningun efecto sobre la pérdida de humedad de las
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muestras de MMP, estos resultados contradicen lo encontrado por Chien et al (2007),
quien encontr6é que los recubrimientos de CH actuan como barrera, evitando la pérdida

de agua de mango en rodajas.
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Figura 3-1 Pérdida de humedad del mango (%) con diferentes recubrimientos.
QO = control negativo, CQ = Control positivo, QN11 = Quitosano y AES de naranja,
QL11 = Quitosano y AES de limén.

3.5.3 Solidos solubles, acidez titulable y acido ascorbico

Los valores en la Tabla 3-1 muestran la variacion del porcentaje de sélidos solubles para
el MMP con los diferentes tratamientos. El analisis estadistico mostr6 que existe
variacion estadisticamente significativa (p<0.05) en el contenido de solidos solubles entre
los tratamientos a lo largo de los 11 dias de almacenamiento. Se puede observar que la
muestra QC mantuvo los sélidos solubles en 8,4 °brix, mientras que los tratamientos que
incluian AES (QL11 y QN11) tuvieron un ligero aumento en la concentracion de soélidos
solubles. Por otro lado, el tratamiento control (Q0) mostré una disminucién en el
contenido de sélidos solubles durante el almacenamiento. De acuerdo con varios autores
(Hoa y Ducamp, 2008; Sothornvit y Rodsamran, 2008; Tovar et al., 2001), los sélidos

solubles tienden a aumentar durante la maduracion de las frutas.
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Tabla 3-1 Sélidos solubles en el mango minimamente procesado

Muestra Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia 12
Qo0 7.87+0.422 7.73+0.642 7.67+0.58% 7.67 +0.612
CcQ 8.33+0.64° 8.47+0.58° 8.40+0.72° 8.40+0.80°

QN11 7.67+0.31* 7.80+0.202 7.87+0.46% 8.07 +0.312

QL11 7.67+0.31* 7.73+0.232 7.73+0.23% 7.93+0.122

Valores con letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas

La Figura 3-2 a muestra la variacién en la acidez de las muestras de MMP, se encontré
gue las muestras fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) entre si, siendo la muestra
QL11 la que tuvo un mayor descenso en el porcentaje de acidez total. A pesar de la
disminucion en la acidez titulable de las muestras, el contenido de acido ascoérbico
(Figura 3-2 b) tuvo una disminucion menor, No se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) para el contenido de acido ascérbico entre los tratamientos. Sin embargo, la
muestra control positivo (CQ) fue la que presento una disminuciéon mayor en el contenido
de &cido ascérbico, contradiciendo lo encontrado por Chien et al (2007) quien dijo que el
contenido de 4&cido ascérbico en los recubrimientos de CH no variaban

considerablemente.
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Figura 3-2 Contenido acidez titulable (a) y acido ascorbico (b) del mango minimamente procesado
con recubrimientos de CH y AES de limén y naranja.

3.5.4 Color

La Tabla 3-2 muestra los valores obtenidos para los parametros de color del MMP con
recubrimientos a lo largo de los 11 dias de almacenamiento. El analisis estadistico de la
variacién de color mostré que para los parametros L*, b* y h* no existieron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) entre los tratamientos en el tiempo de
almacenamiento del MMP. Sin embargo, se encontré que en la variacién la cromaticidad
(C*) existieron diferencias significativas (p<0.05), se encontré que la muestra CO
presenté menor variacion en la saturacion del color a diferencia de las demas muestras
gue g tuvieron un mayor variacion durante el almacenamiento. Para el parametro a*
(verdes-rojos) existieron diferencias significativas (p>0,05) para la muestra de quitosano
(CQ) que presenté mayor variacion en el cambo de color. Estos dos parametros se
relacionan directamente con la tasa respiratoria del MMP y con un mayor pardeamiento y
por tanto menor efecto en la inhibicion de las polifenoloxidasas (PPO). En estudios
realizados por Chien at al (2007) se reporta una variacion significativa en el parametro a*,

coincidiendo con los resultados obtenidos en este estudio.
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Tabla 3-2 Parametros de color en las muestras de mango.

Muestra Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12
a -6,013 £ 0,57° -5,827 + 0,352 -4,845 + 1,342 -3,610+1,162
b 56,690 + 2,562 54.607 + 0,552 54,530 £ 6,292 63,000 + 2,712

Coggo' C*  6,013+0572 5827 +0,35 4,845+1,35% 3,610+ 1,162
h*  -1,465+0,012  -1,465+ 0,012 -1,481 £ 0,032 -1,510 + 0,022

L*  77,303+2,532 76,590 + 0,932 75,78 + 2,268 80,05 + 0,832

a -4,500+1,163° -3,597 +0,342°  -4,728 + 1,592 -6,203 + 0,482°

Quitosano b  58563+3,75% 59560+555% 52217 +258% 52047 + 3,743

co C* 4,500 + 1,162 3,597 + 0,342 4,728 £ 1,592 6,203 + 0,482
h*  -1,493+0,022  -1,504 + 0,012 -1,495 + 0,042  -1,446 + 0,022

L* 75,47 +3,022 75,76 + 0,702 75,35+ 6,502 79,14 + 2,352

Aceite  a -3573+1,29° -5,053 +0,76" 6,423+ 0,33° -6,308 + 1,22°
Esencial b 59,577 +1,558 58,293+ 1,262 55417 + 2,042 56,737 + 4,802
de c* 3,573+ 1,29° 5,053 + 0,76" 6,423+0,33° 6,308 +1,22°
Naranja h*  -1,511+0,02%8  -1,484 + 0,022 -1,546 + 0,012  -1,452 + 0,032
ON11  L* 73,75+ 4,412 77,77 + 0,852 79,85+ 1,542 77,33 + 3,632
a 6,180+ 1,04° -6,690+0,17" 6,345+ 0,29° -5,438 + 0,96°

E/;Zﬁlct:?m b  55490+2818 54027+174% 53,867+2978 58513+ 0,882
deLimén 6,180 + 1,04° 6,690 +0,17" 6,345+ 0,29° 5,438 + 0,96°
oL11 h*  -1,459+0,022 -1,448 + 0,012 -1,454 + 0,012 -1,477 + 0,022

L* 78,68 £ 1,312 77,17 £1,752 79,46 £ 0,992 76,08 £ 4,672
Valores con letras diferentes corresponder a diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05).

3.5.5 Textura

Para la variacion de la firmeza (Figura 3-3 a) en las muestras de MMP no muestra
variaciones estadisticas (p>0.05), por lo que no existe diferencia en la pérdida de firmeza
de las muestras con el tiempo, aunque si es posible observar que la muestra control (Q0)
tuvo un ligero aumento al final de los 11 dias. La muestra con AES de naranja mostré
una disminucién de su firmeza al final del tiempo de almacenamiento. La muestra con
AES de limon mostrd una reduccion constante durante el almacenamiento desde 3,23 N
hasta 2,06 N indicando que la combinacion de AES de limén y CH no fue efectiva como
recubrimiento. Esto concuerda con la discusion de Beaulieu y Lea (2003) quienes afirman
gue después de 7 dias de almacenamiento el principal problema de deterioro en el MMP
es la pérdida de firmeza. Lo anterior también es posible afirmarlo debido a la disminucién

de la elasticidad (Figura 3-3 b) que experimenta el MMP durante los 11 dias de
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almacenamiento, debido al rompimiento de tejidos, proceso propio de la maduracién del

mango.
(a) Firmeza del mango (b) Elasticidad del mango
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Figura 3-3 Firmeza (a) y la elasticidad (b) en el mango minimamente procesado con recubrimientos
de CH y AES de limén y naranja.

3.5.6 Capacidad antioxidante

El contenido de fenoles totales (Figura 3-4 a) de las muestras de mango tubo una
disminucidon marcada durante los primeros 3 dias de almacenamiento, a partir de este
momento se mantuvo casi constante hasta el dia 11 de almacenamiento. No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes tratamientos. Melo et
al (2008) , Ma et al (2011) y Robles et al (2009) en sus estudios realizados a diferentes
variedades de mango reportan valores que se encuentran por debajo (0, 100 mg AG/mly
0,193 mg AG/ml) del valor reportado para mango sin ningun recubrimiento (0,197 mg
AG/ml), esto es debido a que los AES estan constituidos principalmente por compuestos
fendlicos como el limoneno en concentraciones superiores al 30% (Di-Vaio et al., 2010),
por lo que el mango con recubrimiento y AES aumenta considerablemente su contenido
de compuestos fendlicos. Se observa que al cabo de 11 dias, el contenido de fenoles

disminuye debido a la presencia de oxigeno durante el almacenamiento, también debido
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a la misma naturaleza de los compuestos fendlicos, particularmente los flavonoides

tienen una fraccion soluble en agua (Martinez et al.; 2002, Melo et al, 2008).

(a) Contenido de fenoles totales (b) Capacidad antioxidante FRAP
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Figura 3-4 Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante del mango minimamente
procesado con recubrimientos de CH y AES de limén y naranja

En cuanto a la actividad antioxidante por el método de FRAP (Figura 3-4 b) se encontr6
gque todas las muestras disminuyeron su contenido a lo largo del tiempo de
almacenamiento. Para la muestra QL11 que mostré mayor capacidad antioxidante, esta
disminuy6 a lo largo de los 11 dias de almacenamiento desde 0,991 mmol Trolox/kg
hasta 0,525 mmol de Trolox/kg de muestra, siendo la disminucion mas marcada. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos. Los valores
reportados, son mucho menores que aquellos encontrados por Ma et al (2011) quien
reporta valores superiores a 1.0 mmol/kg de muestra, sin embargo son valores similares

a los reportados por Liu et al (2013) y a los de Palafox et al (2012).

Se puede observar que la actividad antioxidante del mango no varia por efecto del CH o
los AES con respecto del patron (Q0) o de aquella reportada en la bibliografia (Robles et
al., 2009, Ma et al., 2011, Palafox et al., 2012, Liu et al., 2013), sin embargo, debido a la
composicion de los AES de limén y naranja, el contenido de fenoles totales si se ve

afectado de manera considerable.
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3.5.7 Analisis microbioldgico

Al realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los recubrimientos CH y AES
de limoén y naranja aplicados en mango minimamente procesado se encontrd que en
todos los casos hubo disminucion del contenido de coliformes totales (Tabla 3-4).
Después de 11 dias de almacenamiento solo se encontraron coliformes totales en la
muestra control, las muestras con CH y AES presentaron inhibicion a partir del dia 7. En

ningiin momento se evidencio crecimiento de coliformes fecales.

Se observé un efecto bacteriostatico contra bacterias mesoéfilas, pues, aunque los
recuentos aumentaron en el tiempo, este incremento no fue representativo. Chien et al
(2007) reportd un incremento de 1.59 unidades logaritmicas en los recuentos de aerobios
mesofilos para recubrimientos de CH al 1%, en el presente estudio se reportd un
incremento de 1.48 unidades logaritmicas para el tratamiento CQ y 0.68 unidades para la
muestra QL11. La interaccion CH-AES de limén mostr6 un efecto aditivo. No fue

observado crecimiento de psicréfilos aerobios a lo largo del periodo de estudio.

Tabla 3-3 Efecto de quitosano y aceites esenciales sobre los
cambios microbiol6gicos del mango minimamente procesado (log

UFC/mI)
Tiempo Dia0 Dia3 Dia7 Diall
C. totales 1.18% 0.95% 0.60® 0.602
CO0 Mesdfilos 2.342 2,952 3.812 4.04?
Mohos y levaduras 1.362 3.19%2 4.4138 4572
C. totales 1.182 0.48% 0.00a 0.00a
CQ Mesfilos 2.362 2,932 3.482 3.852
Mohos y levaduras 0.00a 1.00a 3.872  4.00°
C. totales 0.952 0.852 0.00a 0.00%
QN11 Mesofilos 2.40% 2.74% 3402 3572
Mohos y levaduras 0.00a 1.00a 3.18* 3.312
C. totales 1.082 0.852 0.00a 0.00a
QL11 Mesdfilos 2,362 2,702 2992  3.042

Mohos y levaduras 0.542 1.54a 2.782 3.022




Capitulo 2Capitulo 3 69

Se observé incremento en los recuentos de mohos y levaduras. Sin embargo, al
comparar los tratamientos con el control se observa los recuentos finales en el dia 11 son
inferiores al control, en especial el tratamiento QL11 con una diferencia de 1.5 unidades
logaritmicas. En estudios previos se encontrd que el quitosano presenta efecto inhibitorio

contra diferentes tipos de mohos tipico de productos hortofruticolas (Ziani et al., 2009).

Los recuentos microbianos sobre mango minimamente procesado durante los 11 dias de
almacenamiento mostraron que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p>0.05) para coliformes, mesdfilos, mohos y levaduras. En ningun
momento se presentd crecimiento de psicrofilos aerobios, tampoco de coliformes fecales,
este ultimo indicando un adecuado proceso de manipulaciébn de las muestras. Los

coliformes totales mostraron una tendencia a disminuir.

3.6 Conclusiones

La evaluacion sensorial mostré que el uso concentraciones superiores al 1% de AES de
limén o naranja en los recubrimientos afecta la aceptacion sensorial del mango, por lo
gue debe moderarse su uso. Se encontré que la concentracion adecuada es 1% en
solucion acuosa. Se encontr6 que el MMP con el recubrimiento de quitosano y aceite
esencial de liméon (QL11) presentdé una mayor aceptaciéon sensorial. Ademas, su
contenido inicial de fenoles totales fue mayor que las demas muestras. La estabilidad de
la muestra de MMP con CH y AES de limén en los parametros de color y mayor actividad
inhibitoria “in vivo” de microorganismos patdogenos y alterantes hace que este
recubrimiento sea viable en la conservacién de mango minimamente procesado. El MMP
nunca superd niveles de crecimiento microbiano que llegaran a afectar la calidad
microbioldgica del mismo durante el tiempo de estudio. La presencia de CH o de AES no

afectan la firmeza o la elasticidad del MMP durante 11 dias de almacenamiento. La
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capacidad antioxidante del MMP tiene estrecha relacion con los recubrimientos
estudiados, al igual que el contenido de fenoles totales debido a la presencia y
composicion de los AES. El AES de naranja presentd una actividad inhibitoria menor que
el AES de limén. Las caracteristicas fisicoquimicas del MMP fueron aceptables, sin
embargo a nivel sensorial el recubrimiento de CH y AES de naranja no tuvo aceptacion
sensorial debido a los sabores extrafios que conferia al mango. Es posible poner en
consideracion el uso de recubrimientos comestibles de CH y AES de limén para fines
comerciales debido a las caracteristicas que este concede al mango durante el

almacenamiento en refrigeracion.
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4.Capacidad inhibitoria in  vitro de
recubrimientos de quitosano Yy aceites
esenciales de citricos con aplicaciones en
mango minimamente procesado.

RICO-RODRIGUEZ, Fabian; GUTIERREZ-CORTES, Carolina; DIAZ-MORENO,

Consuelo

4.1 Resumen

El quitosano CH es un biopolimero de origen animal con actividad antimicrobiana
comprobada sobre un amplio grupo de microorganismos entre los cuales se encuentran
patdégenos y alterantes. De igual manera, los aceites esenciales (AES) presentan efecto
inhibitorio, particularmente los obtenidos a partir de citricos. Se evaluo el efecto inhibitorio
de recubrimientos de CH (1%) y AES de limon (1%) y naranja (1%) frente a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Sp. y Saccharomyces cerevisiae. EI AES de
limén presentd mejor inhibicién contra los microorganismos estudiados. La combinacion
de CH con AES de limoén present6 indicios de actividad inhibitoria contra los diferentes
microorganismos utilizados, por lo que se propone su aplicacidn como recubrimiento para

la biopreservaciéon de alimentos

Palabras claves: capacidad antimicrobiana, aceites esenciales, quitosano,

biopreservacion
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4.2 Abstract

Chitosan (CH) is a biopolymer from animal sources with proven inhibitory effect against a
wide range of microorganisms among which is pathogenic and spoiler ones. In the same
way, essential oils (AES) present inhibitory effect, particularly those from citric plants. It
was evaluated the inhibitory effect of CH (1%) and AES of lemon (1%) and orange (1%)
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella and Saccharomyces
cerevisiae. Lemon AES showed higher inhibition levels against the studied
microorganisms. Combination of CH and lemon AES showed evidence of inhibitory effect
against the 4 microorganisms. It's suggested its application as coating for food

biopreservation.

Keywords: imhibitory activity, essential oils, chitosan, biopreservation.

4.3 Introduccion

El quitosano es un polisacéarido derivado de la quitina de los exoesqueletos de los
crustaceos. Es un compuesto no toxico, biodegradable, biofuncional, citotéxico y
antimicrobiano (Falguera et al., 2011). Es utilizado como componente de recubrimientos
y peliculas junto con compuestos como hidrocolides, vitaminas, proteinas, aceites
esenciales, entre otros, para empacar y proteger alimentos con el fin de mejorar la vida
util y la calidad de los productos (Vargas et al., 2009). Se cree que su forma de accion se
debe posiblemente al grupo amino que interacciona con las membranas celulares de las
bacterias debilitAndolas. También puede inhibir la produccidon de toxinas y crecimiento
microbiano, ademas puede unirse al ADN bacteriano o fangico e interferir en la sintesis

de RNAm y proteinas (Dutta et al., 2009).
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Los aceites esenciales son metabolitos secundarios producidos por las plantas. Son
compuestos bioactivos, altamente volatiles presentes con actividad antibacterial (Bajpai
et al.,, 2012). Debido a su actividad antimicrobiana son muy utilizados en la industria
farmacéutica y en alimentos. En esta ultima, se ha encontrado que factores como el pH,
la temperatura, la carga microbiana del alimento, un ambiente favorable y hasta su modo
de presentacion pueden favorecer su actividad biolégica. A su vez se ha descrito su
potencial utilizacion en vegetales. Se ha reportado su eficacia para inhibir el crecimiento

de Salmonella sp. y otros agentes patégenos(Bajpai, et al., 2012).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad inhibitoria de recubrimientos de
guitosano y aceites esenciales Escherichia coli, Salmonella sp, Staphylococccus aureus y

Sacharomyces cerevisiae.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Recubrimientos

Las soluciones de CH comercial (Kittoflo®) y CH analitico (Sigma-Alrich) (para evaluacion
de actividad antimicrobiana) y aceites esenciales de limén y naranja (Aromasynt SAS) se
prepararon segun una modificacion del procedimiento reportado por Sanchez-Gonzales
et al (2011). Se disolvié CH (1 % m/v) en una solucion de &cido lactico al 1% v/v a 40 °C
durante 2 h, se filtr6 y posteriormente se adicioné glicerol (0,5 %v/v) y Tween80® (0,5
%v/v) y se emulsificé el AES de limon o naranja en concentracion de 1,0 % v/v con
agitacion a 800 rpm durante 3 h y se desgasificé a 25°C controlando la temperatura para

evitar evaporacion de los AES, la solucién se ajusto a un pH de 3.5.
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4.4.2 Actividad antimicrobiana

La capacidad antimicrobiana de los recubrimientos de quitosano y AES de limén y
naranja fue evaluada “in vitro” utilizando cepas de E. coli (ATCC 25922), S.
aureus (ATCC 25923), Salmonella sp. (ATCC 13076) y S. cerevisiae (ATCC 2601). Los
cultivos puros se activaron en tubos con 5 ml de caldo nutritivo estéril (Oxoyd) y se
incubaron por 24 h a 37 °C. Posteriormente se sembraron en agar nutritivo (Oxoyd) y se
incubaron a 37°C durante 24 h. Se realizo el analisis de actividad inhibitoria de las
soluciones de CH comercial (Kittoflo®) y grado analitico (Sigma-Alrich) en mezcla con los
AES de limén y naranja por el método de difusibn en agar en medio Miiller-Hinton
(Oxoyd). SE uso una modificacién del procedimiento reportado por Espina et al (2011).
La suspensiones de microorganismos se realizaron utilizando como patrén el tubo 0.5 en
la escala de MacFarland correspondiente a 10® UFC/ml. Posteriormente se realizaron
diluciones hasta alcanzar una concentracion de 10° UFC/ml, de la cual se tomé 0.1 ml
para realizar la siembra en superficie. Se impregnaron discos de papel filtro estériles con
50 pl de CH comercial y CH analitico con AES de limén o naranja y se colocaron en la
superficie de las cajas de petri inoculadas. La actividad antimicrobiana “in vitro” se evalué
de acuerdo al diametro de los halos de inhibicién (Espina, et al., 2011) utilizando como

patrén la medida de los halos obtenidos con discos de ampicilina de 10 ug.

4.5 Resultados y discusion

4.5.1 Actividad antimicrobiana

Los valores de referencia para establecer la susceptibilidad de los microorganismos
estudiados se presentan en la Tabla 4-1 tomando como referencia la ampicilina (10 pg).

La actividad antimicrobiana “in vitro” (Tabla 4-2) se evidencié6 midiendo los halos de
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inhibicion que se formaron alrededor de cada disco con solucién de estudio. E. coli
presenta una sensibilidad intermedia frente a la ampicilina, con halo de inhibicién de 16
mm. Frente al quitosano comercial y al AES de limén, present6 zonas de inhibicion con
diametros inferiores al control, por lo que no se considera sensible. Las demas

sustancias estudiadas no presentaron ningun indicio de inhibicién sobre E. coli

Tabla 4-1 Valores de referencia (mm) Ensayos de susceptibilidad de
la NCCLS para ampicilina 10 ug.

Microorganismo Resistente Intermedio Susceptible
E. coli <13 14-16 >17
Salmonella sp. <13 14 -16 >17
S. aureus <28 - >29

Nota: Los valores corresponden al diametro de inhibicién alrededor de
los discos.
Fuente: (NCCLS, 2007)

Salmonella sp. present6 sensibilidad al efecto de la ampicilina y sensibilidad intermedia
para el AES de limén. Con el resto de sustancias la inhibicion no fue representativa. Para
las interacciones de AES de naranja y quitosano comercial (CCN) y analitico (CAN) no

presenté inhibicion alguna.

S. aureus presentd resistencia a la ampicilina en el control, asi como en todas las

mezclas estudiadas, con halos inferiores a 28 mm de diametro.

En el caso de S. cerevisiae los halos obtenidos estuvieron entre 10 y 14 mm. Present6
susceptibilidad intermedia para AES de limén y con los demas tratamientos se mostré
resistente, segun valores reportados por Espina et al (2011) quienes consideraron
resistencia con halos menores a 12 mm, susceptibilidad intermedia con halos entre 12 y

20, y susceptibilidad fuerte con halos mayores a 20mm.
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En general se observd que los aceites esenciales puros presentaron mayores diametros
en los halos de inhibicién. Sin embargo en el caso de E. coli, el aceite de naranja no
presento actividad alguna. Se encontré ademas, que no hubo una variacién considerable
en el diametro de inhibicion entre los dos tipos de quitosano (analitico y comercial). No se
present6 inhibicion de ninguno de los microorganismos estudiados cuando se uso el
aceite de naranja mezclado con el quitosano sin importar su procedencia. Lo anterior
sugiere un posible efecto antagénico entre el quitosano y el AES de naranja, ya que si

presenté indicios de inhibicion en forma pura.

Tabla 4-2 Diametros de inhibicion (mm) de CH y AES de limén y naranja

Micro- Ampici- - ¢ AEL AEN CCL CCN CAL CAN
organismo lina

S.cereviciae 14 10 10 14 12 10 N 12 N
E.coli 16 10 10 12 N N N N N
S.aureus 18 12 10 14 12 10 N 10 N
f;')mo”e”a 18 8 8 14 10 12 N 12 N

N = No se presentd inhibicion

CA = Quitosano analitico; CC = Quitosano comercial; AEL = aceite esencial de limoén; AEN = aceite
esencial de naranja, CCL = Quitosano comercial y AES de limén; CCN = Quitosano comercial y
AES de naranja; CAL = Quitosano analitico y AES de limén; CAN = Quitosano analitico y AES de
naranja.

La interaccion del CH de ambas procedencias con AES de limén mostré capacidad para
inhibir en un pequefio porcentaje el crecimiento de S. cereviciae, St. aureus y Salmonella
sp. Sin embargo, estas combinaciones fueron ineficientes contra E. coli en las

concentraciones utilizadas.

Espina L, et al (2011) encontré que los AES de limén y naranja son incapaces de inhibir

el crecimiento de E. coli, St. aureus y Salmonella enteritidis. En el presente estudio se



Capitulo 4 83

demostré indicios de actividad que se podria mejorar con un incremento en las

concentraciones de AES.

4.6 Conclusiones

Los AES de limén y naranja combinados con el CH presentaron una actividad
antimicrobiana moderada. Sin embargo, este efecto limitado puede mejorarse utilizando
concentraciones de AES mas altas en las muestras. Se comprob6 el efecto
antimicrobiano del quitosano reportado en la literatura. Se encontré efecto aditivo al
combinar el CH analitico y AES de Ilimon al ser usado contra los diferentes
microorganismos estudiados. Los AES de limén y naranja son una posibilidad para inhibir
el crecimiento de patdgenos y alterantes de alimentos, lo cual puede ser una alternativa
en la biopreservacién de alimentos. E. coli mostré resistencia a la mayoria de
interacciones evaluadas, por lo que es necesario determinar si la concentracién de CH o
AES tiene efecto sobre su capacidad de inhibicidon. Es necesario comprobar el efecto de
la interaccion de recubrimientos de CH y AES de limén y naranja en matrices
alimentarias para una posible aplicacion como biopreservante y verificar su accion in

vivo, asi como el efecto sensorial que este puede llegar a causar en los consumidores.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de las peliculas de quitosano al 1 y 2%
con adicion de aceites esenciales de limén y naranja en concentraciones de 0,5; 1,0 y
1,5%, encontrando que el espesor, contenido de humedad, resistencia al corte,
elasticidad, y el color de las mismas dependen principalmente de la concentracion de
guitosano. Se encontr6 ademas, que a mayor concentracién de quitosano menor es la
permeabilidad al vapor de agua y el espesor de las mismas. Por otro lado, el contenido
de humedad disminuyé con el aumento de las concentraciones de quitosano. Los
pardmetros de color de las peliculas de quitosano y aceites esenciales tienen variacion
entre tratamientos, las muestras con 2% de quitosano tiene mayor luminosidad que
aqguellas con 1%. La presencia de aceites esenciales de limén y naranja no ejerce efecto

sobre la las propiedades fisicoquimicas evaluadas en las peliculas.

Se realizé la evaluacion sensorial de los recubrimientos de quitosano al 1 y 2% con
aceites esenciales al 0,5; 1,0 y 1,5% en MMP. Se determind que la concentracién de
guitosano al 2% genera sabores residuales no deseados en el MMP. De igual manera, se
encontré que los aceites esenciales en concentracion superior al 1% produce un sabor

amargo en el MMP, haciendo que este sea rechazado.

La aceptacion sensorial es una limitante importante para el uso de los recubrimientos de

quitosano y aceites esenciales. El andlisis sensorial permitié determinar que el MMP con
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las combinaciones de recubrimientos que mejor aceptacién tuvieron por los
consumidores fueron quitosano al 1% - aceite esencial de limén al 1% aceite esencial de
naranja al 1%. Se encontré que el MMP con recubrimiento de quitosano y aceite esencial
de naranja al 1% no fue sensorialmente aceptado por los consumidores debido a la

presencia de sabores residuales a pescado y a fruta podrida.

Se determinaron los pardmetros de calidad del mango minimamente procesado con
recubrimientos de quitosano al 1% y aceites esenciales al 1%. La firmeza del mango con
recubrimiento de quitosano y aceites esenciales se mantiene a lo largo de su vida de
almacenamiento (11 dias). La muestra control tuvo valores de firmeza mas altos que las
muestras de MMP con recubrimientos. Este pardmetro es altamente representativo al

evaluar su aceptacion sensorial.

Se hallé que los recubrimientos presentan un alto contenido de sustancias antioxidantes
en el dia 0 de almacenamiento comparado con la muestra patrén, sin embargo, estos
disminuyeron a lo largo del tiempo de almacenamiento. Debido a la presencia de los
aceites esenciales en los recubrimientos, el contenido de fenoles totales fue mas alto en

estas muestras que en la muestra control.

Se observo variacion en los parametros de color de la cromaticidad (C*) y el pardmetro
a*, estando relacionado principalmente con el pardeamiento enzimatico y los procesos
oxidativos propios del mango durante el almacenamiento. La muestra control tuvo una
variacion mucho mayor que las muestras con recubrimientos por lo que estos

recubrimientos mostraron efectividad como barrera al oxigeno.

Se demostré que los recubrimientos afectan de forma positiva la vida Gtil del mango

minimamente procesado, al determinarse la efectividad como inhibidor in vitro e in vivo
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del crecimiento de coliformes totales y actuar como agente bacteriostatico contra

mesofilos aerobios, mohos y levaduras.

La vida util del mango minimamente procesado se puede aumentar a través del uso de
recubrimientos comestibles de quitosano y aceites esenciales manteniendo de manera

efectiva sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales.

5.2 Recomendaciones

Uno de los aspectos mas importantes en la evaluacién de la vida util del mango con
recubrimientos comestibles de quitosano y aceites esenciales es su aceptacién sensorial.
Por esta razén se recomienda determinar un umbral de aceptacién de las diferentes
concentraciones de estos recubrimientos con el fin de optimizar los efectos que este

pueda tener sobre la matriz alimentaria estudiada.

Se requiere evaluar pardmetros de calidad tipo fisiolégico, como velocidad de respiracion,
transpiracion y produccion de etileno, debido a que estos aspectos afectan
considerablemente la vida util de los productos vegetales y su adecuado manejo puede

ayudar a incrementar la vida util de los productos.






A. Anexo: Nombrar el anexo A de
acuerdo con su contenido

Los Anexos son documentos o elementos que complementan el cuerpo del trabajo y que
se relacionan, directa o indirectamente, con la investigacion, tales como acetatos, cd,

normas, etc. Los anexos deben ir numerados con letras y usando el estilo “Titulo

anexos”.
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