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Resumen

En este estudio se evalud el efecto de peliculas de quitosano en la
calidad y vida de anaquel de frutos de papaya fresca cortada. Los cubos de
papaya fueron tratados con soluciones de quitosano de bajo, mediano y alto
peso molecular en concentraciones de 1y 2% respectivamente. Los frutos
fueron colocados en charolas de poliestireno y almacenados 18 dias a 5°C.
en los frutos se evaluaron parametros fisicoquimicos, bioquimicos vy
microbiologicos. En general, los frutos tratados con quitosano mostraron
indices de deterioro menores al control durante el almacenamiento. Las
peliculas de quitosano de mediano peso molecular mantuvieron mas altos
valores de L*y b* asi como mejor firmeza de los frutos. Los tratamientos
con quitosano de mediano y alto peso molecular redujeron
significativamente la actividad in vitro de poligalacturonasa y pectin metil
esterasa. La aplicacién de estas peliculas redujo la cuenta de total de
bacterias, hongos y levaduras con respecto al control excepto cuando se
utilizé quitosano de alto peso molecular. La actividad antimicrobiana fue
mayor a la concentracion de 2%. Estos resultados muestran que la
aplicacion de peliculas de quitosano, principalmente el de mediano peso
molecular, mantiene la calidad e incrementa la vida de anaquel de papaya
fresca cortada almacenada a 5°C.



1. INTRODUCCION

Actualmente, el consumidor demanda productos de alta calidad y de
consume inmediato, gue contengan solo ingredientes naturales (Laurila y col.,
1998). Es por 8so gue le tendencia hacia el consumo de vegetales frescos
cortados ha aumentado significativamente en los Ultimos 15 afos. E éxito de
astos productos se debe a sus buenas caracteristicas sensoriales y nuiricias
(Andnimo, 1999). Sin embargo, los dafos causados durante el pelado y cortado
dan origen a reacciones que provocan el deterioro de estos productos. Los
principales problemas que ocasionan dichas reacciones son el oscurecimiento
snzimético, desarrollo de microorganismos, cambios en la textura vy
susceptibilidad a la deshidratacion (Agar, 1999), Por ello, es necesario el
desarrollo de nuevas tecnologias de conservacion gue retrasen {0s procesos de
deterioro y mantengan la calidad e inocuidad microbiologica, durante la
comearcializacion de estos productos,

Dentro de estas tecnologias se encuentra el desarrollo de peliculas
comestibles. Fstas actuan como una cubiera de materia comestible aplicada
sobre los alimentos en forma de envoltura. El mecanismo por el cual estas
peliculas conservan la calidad de frutas y vegetales es debido a que crean una
barrera a los gases, produciendo una atmosfera modificada alrededor del
producto. Esta atmdsfera reduce la disponibilidad de O; e incrementa la
concentracion de CO; (Smith y col., 1987). De tal forma gue se reduce ia lasa de
respiracion v la pérdida de agua, aumentando asi, la vida de anaguel (Kester y
Fennema, 1986).

Entre los maleriales que se usan para la elaboracion de peliculas
comastibles, se encuentra el guitosano. Este compuesto natural obtenido por
desacetilacion de la quitina, es un polisacarido catidnico formado de unidades
de glucosamina con uniones B(1-4) (Hirano y Nagao, 1988). 5e ha demosirado
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Introcucion

gue el quitosano reduce ef crecimiento de un amplio rango de hongos v
bacterias, ademas, induce mecanismos de defensa, tales como la produccion
de fitoalexinas y aumento en la actividad de guitinmsas. Sin embargo, la
actividad del quitosano depende de sus caracteristicas fisicas como el peso
molecular y el grado de acelitacion. Su uso podria ser una alternativa viable a
los melodos de conservacion, debido a sus caracteristicas de biocompatibilidad
y biofuncionalidad, aunado a sus propiedades de viscosidad, Ademds de ser
completamente biodegradable y no toxico (Shahidi y col., 1999}

Por 1o anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
cubiertas comestibles de quitosano de difererte peso molecular sobre las
caracterfsticas fisicoguimicas, btoguimicas y microbioldgicas de papaya fresca

cortada,



2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

a1 Befiniciones de Frutas vy Vegetales Minimamente Procesados o Cortados

La definicion mas amplia para estos productos es Ja dada por Wiley
(1997) El define a fas frutas y vegelales minimamante procesados como
aqueilos obtenidos mediante la aplicacion de una o varias operaciones unitarias
de preparacion, tales como pelado, cortado, reduccion de tamano, lavado; y gue
son sometidas a una combinacion de tratamientos parciales de conservacion.
Entre éstos tenemos  calentamiento  minimo, e empleo de  agentgs
conservadores, la inmersién en agua clorinada, la aplicacion de radiacion,
control det pH, el envasado en atmosferas modificadas v el uso de
temperaturas de refrigeracion,

l.a Asociacion Internacional de Productos Cortados (IFPA) define como
producto minimamente procesado  cualguier fruta o verdura fresca o la
combinacion de ellas, las cuales han sido alleradas fisicamente de acuerdo & su
forma original, pero que conservan sus caracleristicas ortginales de frescura
(Garret, 1999), Por otro lado, la FDA los defline como aquellas frutas y verduras
gqule han sido precortadas, lavadas, empacadas y mantenidas en refrigeracian.
Estos producios deben conservar su estado fresco, lI8tos para consumir, Sin
congelar, ni haber sidos somelidos a tratamientos l@rmicos o agregaries adilivos
0 conservadores (Andnimo, 1998),

Estos procesos tienen ol proposito de mantener |a frescura del products,
sin alterar sus propiedades sensorales y nutricias, y por olra parle, tener una
vidla de anaguel suficiente para su comercializacion y distribucion en 10§
mercados de consumo (HMuxsolt vy Bolin, 1989). Par to general, {os frulos
cortados tienen una vida de anaquel entre 7 v 20 dias, cuando son mangados a
una lemperatura y humedad relativa adecuada (Walada y Qi, 1999).



Anfecederntes y Justificacion

Otros términos usados para referirse a este tipo de productos son.
precortados, ligeramente procesados, IV gama y parcialmente procesados
(Cantwell y Suslow, 2002). 8in embargo, algunos autores engloban varas
calegorias de productos cuando se refieren a productos minimamente
procesados. En este documento se utilizard el término de frutos y vegetales
frascos cortados para referir a los productos minimamente procesados.

2.2 Estado Actual de |la Gomercializacidn de Frutos y Vegetales Gorlados

En el estilo de vida moderno, mucha gente no quiere perder tiempo en la
cocina, pelando, cortando o rebanando frutas y vegetales, pero a su vez,
tampoco quieren consumir productos enlatados, sino productos con el sabor y
texiura de los producios frescos (Aftila, 1999). Debido a esto, se ha
incrementado a necesidad de eficientizar o reducir e liempo para preparar 10s
alimentos (Buck y col., 2003). Asi, la industria de frutos y vegetales cortados ha
tenido un rapido crecimiento en las pasadas dos décadas, contribuyendo con un
25% de las ventas del mercado de los alimentos (IFPA, 2000).

El incremento en la demanda de estos productos ha movilizado un sector
muy importante de la industria de alimentos. Be han creado nuevas empresas
en diferentes regiones, las cuales estén conlinuamente eén expansion para
poder satisfacer a los consumidores y a diferentes tipos de autoservicios,
supermercados, restaurantes, entre otros. Sin embargo, ha sido necesario
establecer las condiciones éptimas de los procesos involucrados para la
obtencion de frutos y vegetales cortados, con el fin de obtener productos de
buena calidad sensorial y una vida de anaguel suficiente para su
comercializacion. Ademas, de que mantengan la calidad nutrimental y sean
microbiologicamente seguros para su Consumao,



Amecedentes y Justificacion

Los palses desarrollados han logrado estos avances y han desarrollado
tecnologias gue les permiten la expansion comercial de este tipo de productos.
A pesar de que los paises de Latinoamérica son de los principales productores
de frutos y vegetales frescos, @s muy poca la presencia de estos produclos en
los supermercados. Sin embargo, se ha visto un gran inleres en 8slos paises
por comercializar algunos productos frescos cortados, principalmente ensaladas
o mezclas de vegelales (Gonzalez-Aguilar, 2004a),

En México, &l monto total destinado por las familias para la adquisicion
de frutas y vegetales a nivel nacional fug cercano a los 10 000 millones de
pesos (Alvarez-Parrifla, 2004). En la Figura 1 se muestra la distribucion
porcentual de las diferentes presentaciones de frutas y verduras disponibles en
el mercado. Se puede observar que a nivel nacional, aproximadamente et 76%
del consumo de frutas y vegetales se hace como productos frescos. En
sagundo lugar, se observa el consumo de frutas y verduras cortadas y
congeladas, con aproximadamente el 16% del total destinado a este sector
(INEGI, 2008).

Al analizar esta grafica, se observa que el mercado de frutas y verduras
cortadas y envasadas (identificados en la figura como ensaladas preparadas),
88 practicamente inexistente en México, Asi, en el 2003, la cuota det mercado
deslinada a este seclor fue solamente del 0.6%, con ventas aproximadas de 80
millones de pesos. A pesar de representar un porcentaje pequeno del mercado
total de frutas y verduras, esle sector ha ido ganando imporiancia, debido al
creciente ritmo de vida y a la incorporacion de la mujer en el sector laboral. Esto
acasiona cque cada vez se tenga menos tiempo para preparar la comida, por 1o
que el consumidor esta dispuesto a pagar un poco mas por la conveniencia que
representa obtener alimentos listos para consumirse (Alvarez-Parilla, 2004),



Arfecedentes y Justificacion

Praductos
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Figura 1. Distribucion del mercado de frutas y vegetales por sectores de
comercializacion (INEGI, 2003). Tamaro total del mercado por valor
de 10 00D mitlones de pasos.



Antecederntes v JUSHTcacion

2.3 Mercadn Actual de |la Papaya

Debido al aumento en la demanda tanto en el mercadso nacional como an
el internacional, el cultivo de papaya se vislumbra con altas expectativas y una
excelente rentabllidad para el productor mexicano, ya que presenta la gran
ventaja de que se puede cultivar durante todo el afic. Ademas, se debe
considerar que si bien es un cultivo gue requiere una inversion alta, su gran
rentabilidad es atractiva para el empresario agricola de nuestro pais,

México ocupa el tercer lugar a nivel mundial de produccion de papaya
con 612558 toneladas métricas y el quinto puesto en arga cosechada con
19,694 hectareas (Cuadro 1) Ademas es el principal exportador de esta fruta
con 69,000 tonsladas métricas (Cuadro 2). Los principales estados productores
an orden de importancia son: Veracruz, Michoacén, Oaxaca y Guerrero
(SAGAR, 1998},

Los principales mercados de consumo de papaya se encuentran en ios
Estadns Unidos, el cual recibe la mayor parte de sus imporaciones de México.
Fi principal proveedor de Europa es Brasil, mientras que de Japon, los Estados
Unidos, debido a la produccion que tiene en el estado de Hawai (Salunkhe y
Kadam, 1995).

En general, los mercados de papaya han mostrado un continuo y
astable crecimiento y muchos importadores eslan optimistas con respecto al
fuluro de este producto. La clave del éxito para la papaya en el futuro, son
los desarrollos en cuanto a variedades, avances én ¢l manejo del cultivo,
ademas del desarrollo de tecnologias para el transporte y mangjo

poscosecha (hip./ivwww semiladelcanbe.com.my/paginasestadisticas. him).




Antecedentes y Justicacion

Cuadro 1. Principales palses productores de papaya a nivel mundial

Pals Superficie Produccion Rendimiento
(Hectareas) (Toneladas métricas) (Ton/ ha)
B 55 G TR T AT
Nigeria 90,000 751,000 8.3
México 19,694 612,558 292
Indonesia 23,551 489 548 208
India 40,000 644,000 11,2
Congo 13200 220,000 18.6
Per 13,600 168,360 12.3
China 4,460 121,728 27.3
Tailandia 9,700 118,000 12.1
Venezuela 5,709 B9 522 15.61
Ecuador 5,000 68,114 13.6
Filipinas 5,500 67,000 12.2
Colombia 2,300 64,000 27.8
Yemen 3,937 63,142 16.0
Malasia 5,300 53,000 10.0

Fuente: FAQ 2000
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Cuadro 2. Principales paises exportadores e importadores del mercado
internacional de la papaya.

Palsas loneladas Paises toneladas

Exportadores métricas Importadores metricas
“México T680000 Estados Unidos 84000
Malasia 54000 Singapur 27000
Brasil 23000 Hong Kong 23000
Estados Unidos 6,024 China 4919
Jamaica 4,000 Japon 4,670
Belice 3,667 Reino Unido 3,606
Holanda 2,051 Canada 3,294
Guatemala 1,467 Holanda 2,619
Costa Rica 1,000 Alemania 2,546
Ghana 1,000 Portuga! 1,486
Francia 1,269

Espafa 1,132

Fuente: Faostat Database FAQ 2004

10



Antecedentes y Justiticacion

2.4 Perdidas Postcosecha de Papaya

En algunos palses como EUA, espacificamente en el estado de Hawai,
se ha estimado gue las pérdidas postcosecha de papaya ascienden en algunos
casos hasta el 76% de la produccion total (Paull v col,, 1987), La mayoria de
estas  perdidas  ocurren  duranie  la  cosecha, empague, iransporte,
almacenamiento y a nivel consumidor. Las pérdidas postcosecha se deben
principalmente a enfermedades, desordenes fisioldgicos, darfios mecanicos y
madurez (Paull y col. 1997), Debido a estos problemas, aunado a las nuevas
tendencias de los consumidores, es necesario buscar nuevas alternativas para
la comercializacion de este fruto, que garanticen la calidad del producto hasta
las manos del consumidor. Por eso, el precortado de papaya seria una
alternativa viable para diversificar e incrementar los volumenes de papaya en &l
mercado con diferentes prasentaciones.

2.5 Factores que Atectan la Calidad en Frutos Corlados

Existen muchos factores gue tienen influencia sobre la calidad de los
productos cortados, Las condiciones de cultivo, las practicas agricolas, el
cultivar, la madurez al momento de la cosecha, la inspeccion, el mangjo
postcosecha, el tiempo y condicionas de aimacenamiento, son log principales
factores que pusden afectar la calidad final del producto (Shewfell, 1987). Otros
factores que deben ser considerados son los equipos utilizados para realizar el
corle, la higiena durante el procesa, asl como el tamafio y arsa de los trozos de
frita (Kader, 2002).

A diferencia de la mayoria de las técnicas de procesado de alimentos
que estabilizan los productos v aumenian la vida de anaquel, el proceso de
pelado y cortado en frutas y verduras aumenta su perecibilidad, incrementando

11



Antevadentus v Justiicacion

la lasa de los procesos melabolicos gue causan delerioro en los productos

frescos (Vasconcelos, 2002).

2.5.1, Materia Prima

Cada etapa del proceso de elaboracidn juega un papel importante en los
mecanismos de alteracion del producto. La oblencion de frutos frescos contados
comienza por una buena seleccion de ia materia prima (Martin y Rojas, 2004).
Esta debe ser de excelente calidad ya que la calidad final, dependeré de ta
nicial  utizada  (Walada v col, 1998) Los frutos deben recolectarse
cuidadosamente, con optimas condiciones de higiene y con el adecuado grado
de madurez, Para asegurar la calidad que demanda el consumidor, debe usarse
solo materia prima de alta calidad vy seleccionar variedades que sean mas
resistentes para la preparacion de productos cortados.

2.5.2. Madurez

B estado de madurez del fruto en la cosecha, es up factor oritico en fa
calidad del producto final. Algunos frutos son cosechados en su madurez
horticola  (verde-maduro) y mantienen una calidad aceplable por liempo
guficients hasta su comercializacion, Otros frutos, como 1os clirmatéricos, son
cosechados en su madurez horlicola y maduran después de cosechados hasia
oblener las caracteristicas demandadas por & consumidor tales como: dulzura,
jugosidad y textura {Shewfelt, 1987). La elapa de madurez del frulo es muy
importante durante el proceso de cortade, ya gue afecta la calidad y vida de
anaguel. Por gjemplo, se ha observado que usar frutos sobremaduros,
disminuye la vida de anague! y la firmeza de pera v durazno (Gormy v col.,
20000 Por otro lado, al utiizar fralos inmaduros, no se desarrallan las
caracteristicas de sabor y color deseadas (Gomy y col, 1998).

En un estudio reatizado por Paull y Chen (1997), se encontrd que papaya

con 55-80% de piel amarilla es mas recomendable para el procesamisnto

12



Anfecedentes y Justificacion

minimo. Los frutos con menos del 55% de piel amarilla presentan un mayor
incremento en la respiracion y produccion de etileno, adermas de gue la pulpa
no esta lo suficientemente blanda para ser consumida, Por o conlrario, los
fruitos con 100% de piel amarilla fueron demasiado blandos para su
procesarmiento. Debido a los diferente patrones de maduracion de los frutos, es
importante seleccionar la madurez adecuada para cada producto y encontrar el
punto exacto que garantice la calidad y una vida de anaguel suficiente (Brecht,
1995).

2.5.3. Especie y Variedad

Las frutas y vegetales son muy diferentes fisiologicamente, y estan
formados  por distintos tejidos y estructuras morfologicas (Bretch, 1985). Los
productos hortofruticolas se clasifican de acuerdo a su lasa y patron de
respiracion, produccion de etileno, sensibilidad al dafio por frio y vida
postcosecha (Kader, 1892). La produccion de etileno varia entre especies,
afectando no solo al fruto que lo produce, sino también a otros que estén
expuesios a este gas como es el caso de (as ensaladas mixtas (Bretch, 1995),

Las frutas y vegetales cortados son mas perecederos que en su forma
intacta, Por eso, es importante seleccionar las variedades gue mantengan por
mas tiempo las caracleristicas deseadas durante el almacenamiento, Esta
selaccion incluye cultivares genéticaments modificados o mutantes con lenta
maduracion, mayor retencion de firmeza o con mejoramiento de sabor y color
(Romig, 1995),

La susceplibilidad de algunos productos al dafo por frio, ha limitado el
uso de bajas temperaturas para disminuir el deterioro de productos cortados.
Para eslos casos, s necesario seleccionar variedadeas menos sensibles al frio,
que proporcionen mayor flexibilidad en el manejo de temperaturas, y que
permitan extender 1a vida de anaquel (Brecht, 1945).

13



Antecedentes v Justifivacion

En la actualidad, se destinan pocos recursos para el desarrolio de
variedades de frutas y verduras destinadas para un procesamiento minimo. El
disminuir la actividad de la polifenol oxidasa, puede reducir l0s procesos de
oxidacion y mantener buena apariencia de frutas y verduras cortadas (Roming,
1995). También, el reducir la actividad de las enzimas que degradan la pared
celular, tales como poligalacturonasa, pectin metilesterasa, j-galactosidasa
antre otras, ayudaria a mantener la firmeza y reducir 1a exudacion de liguidos
celulares, (o cual limilaria la disponibilidad de sustratos necesarios para el
crecimiento microbiano (Kader y Mitcham, 2001),

2.6.4, Pelado y Cortado

Durante los procesos de pelado y cortado, ocurre la ruptura fisica de las
células, permitiendo la liberacidn de enzimas y sustratos que se encuentran
secuesiradas en la vacuola, Estas enzimas se mezclan con otras enzimas y
sustratos del citoplasma, provocando reacciones que aceleran el deteriore del
producto. También se da un incremento significativo en la tasa de respiracion, la
produccion de elileno y actividad de agua, lo cual favorece el crecimiento de
microorganismos, ya gue aumenta la disponibilidad de los azUcares y acidos
organicos. Estos cambios fisioldgicos pueden acompafiarse de pérdida de
sabor, color, contenido de vitaminas y textura, disminuyendo en gran medida la
vida de anaquel (Beaulieu y Gorny 2002).

El aumento en la produccion de elileno ocasionado por &l proceso de
cortado de platano (Abe y Watada, 1991) y kiwi (Agar y col,, 1999), fue
suficiente para acelerar su ablandamiento. De la misma forma, se observo que
los niveles de actividad de ACC sintasa también aumentaron en tomate,
calabaza y meldn Cantaloupe, comparado con los frutos enteros (Abeles y col,,
1892). Se ha reportado que un corle muy severo puede inducir un metabolismo
anaerdbico en zanahorias, produciendo etanol y acetaldehido. Esto se atribuye

14
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a la necesidad de producir las cantidades requeridas de ATP para ia
supervivencia de la célula (Kato-Noguchi y Watada, 1997).

Los efectos del pelado y cortado varian también entre frutos climatericos
y no climatéricos. La produccion de etileno debido al corte s mayor en tejido
preclimatérico y climaterico que cuando se  utilizan frulas en eslado
postclimatérico, Sin embargo, no se observa ningun efeclo en frulos no
climatéricos (Toivonen y DReEll, 2002).

2.6.5. Temperatura y Humedad Relativa

Fi alimacenamiento a bajas temperaluras es la tecnologia mas imporianie
que se utitiza para reducir el aumento en el metabolismo producido durante el
procesamiento de frutas y verduras (Bretch, 1995), Las reacciones metabolicas
se raducen de 2 a 3 veces por cada 10°C que se disminuyer en la temperatura
de almacenamiarto (King y Bolin, 1989). El incremenio de la tasa de respiracion
y produccion de etileno se ve minimizado cuando el proceso se lleva a cabo a
bajas temperaturas. Se recomienda maniener temperaturas entre 2 y 5°C
duranie todo el proceso. Ademds, eslas lemperaturas se deben mantener
durante &l transporte vy almacenamiento, para disminuir 108 pProcesos
metabdlicos y el deteriora del producto (Bretch, 1995), Debidoe al corto periodo
de vida de los productos frescos cortados, el dafo por frio no es un problema
serio. En general, las frutas y vegetales cortados son menos sensibles al dano
por frio que en su forma intacta, Algunos ejemplos son: pifia, melon, sandia,
nectarinas y mangos, los cuales desarrollan sintomas de dafio por frio cuando
se almacenan a lemperaturas menores a 10°C, pero no asi cuando se procesan
(cubos, rodajas, etc.) (Beaulieu y Gorny, 2002).

La transpiracion es el proceso de movimiento de agua de las células
vegetales a la atmdsfera circundante, siguiendo un gradiente de alta (espacio
intracelutar) a baja concentracidn (el aire circundanie al producto) (Baldwin,
1994). Los frutos cortados son mas susceptibles a la pérdida de agua debido a



Anfecedenies y Justificarion

la remocion de la piel que representa una barrera natural al vapor de agua,
ademas, por efecto del corte se aumenta el area de exposicion al medio
ambiente (Ben-Yehoshua, 1987). Ademias, ef dafo mecanico ocasionado por gl
proceso de pelado y cortado, resulta en un aumenio de la respiracion y de
reacciones metabdlicas que aumentan la pérdida de agua (Garcla y Barret,
2002).

La exposicion del producto a humedades relativas por debajo del 85%,
puede provocar la pérdida excesiva de agua, deshidratando y marchitando &l
tejido, Es necesario evilar la desecacion de la superficie de algunos productos,
para mantener una calidad visual aceptable. Por ejemplo, el desarrollo de
manchas blancas en zanahorias petadas debido a la deshidratacion, limitan su
comercializacion {Cantwell, 2002). Ademas, la deshidratacion causa estras,
induciendo  la  produccidn  de  atileno, y como  consecuencia  afecta
negativamente la calidad del producto (Yang, 1985). Por ofro lado, humedades
relativas  cercanas al 100% dentro del envase, pueden favorecer la
condensacion de vapor de agua en {a superficie imMerna de la peticula, dando un
mal aspecto al producto, Ademas, esta alta humedad relativa crea un medio
ideal para el crecimiento de microorganismos (Schilimme y Ronney, 1994). Por
Bs0, se recomiendan procesos de centrifugacion u olras operaciones que
sliminen 8l exceso de agua de la superficie del producto y asi reducir su
deterioro (Cantwell, 2002).

2.5.6. Contaminacion Microbiolégica

Los frutos vy vegetales frescos cortados son particularmente mas
susceptibles al ataque de microorganismos, debido a los danos que ocurren en
el tejido duranie el proceso, Las operaciones que se Jlevan a cabo como el
pelado y cortado no solo brindan oportunidades para la contaminacion, 8ino gue
ademds provocan dafios a la estructura celular, favoreciendo fa salida de
putrientes que son utitizados por los microorganismos (Heard, 2002).
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A diferencia de otros tratamientos como el enlatado o congelamiento, 10s
producios frescos cortados no son somatidos a ningun tratamiento termico
extremo. Estos produclos son envasados en atmdsferas modificadas y
almacenados en refrigeracion por un periode de 10-15 dias. Asl, cuando son
almacenados en humedades relativas altas, se puede crear un ambiente
favorable por un tiempo suficiente para |a proliferacion de microorganismos que
reprasentan un problema de salud publica, (Ahvenainen, 1996)

las frulas y vegetales se pueden contaminar cuando se encuentran en la
planta, durante la cosecha, transporte y durante el procesamiento y empacado.
La microflora de ios productos frescos cortados es muy diversa, sin embargo,
solo se evalia un cierto grupo como coliformes totales y fecales, especies
peclinoliticas, hongos y fevaduras. Sin embargo, se debe poner atencion en 1os
microorganismos patdgenos, debido a que la mayoria de estos productos son
consumidas sin ningun tratamiento térmico (Nguyen-the y Cartin, 1894},

El tipo de microorganismos dependera del tipo de producto gue se
procese, de la carga inicial, asi como del origen de donde provenga (Brackett,
1994). Generalmente, los vegetales frescos tienen un alto contenido de agua y
nutrientes, a un pH neutro, lo que permile que las bacterias sean las que se
desarrollen en este medio (Bracket, 1987). Por otro lado, las frutas tienen un
allo contenido de azlcares y un pH més acido. Este pH bajo debido a la
naturaleza de los acidos organicos involucrados, inhiben el crecimiento de
bacterias. Sin embargo, los hongos requieren de pH acido, por 1o que estos se
desarrollan predominantemente en las frutas (Brackett, 1994) y no representan
un dafio para la salud humana (Gorny, 2001).

i
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2 6. _Cambios Fisico-Quimicos y Bioguimicos Debidos al Proceso

Cuanda Jos frutos son cosechados, s8 remueven de su fuente de agua y
nutrientes, éstos contindan respirando, utilizando sus reservas de azucares y
acidos organicos, y por tanto agolan sus reservas energelicas y se deterioran
mas rapidamente, Los cambios gue ocurren después de la cosecha son
debidos principalmente al proceso de respiracion, donde estan involugradas una
gran cantidad de reacciones metabolicas (Beaulieu y Gorny, 2002).

Cuando los frutos y vegslales son sometidos a un procesamiento minimo
se@ pcasiona un estrés, 1o gue conlleva a una aceleracion de 08 pProcesos
fisioldgicos. Estos procesos provocan cambios que disminuyen la calidad, tales
como pérdida de sabor, color, firmeza, y nutrientes, y por tanto, resultando en
una vida de anaguel mas corta (Beaulieu y Gorny, 2002).

2.6.1, Sabor

El sabor y aroma son atributos importantes para el consumidor, asi que
se deben considerar cuando se determina la vida il de los productos cortados.
El sabor de frutas y vegelales estd determinado por el contenido de azucares,
acidos organicos, compuestos fendlicos y volatiles (Kader, 2002).

La relacion entre sdlidos solubles (88) y acidez titulable (AT) es utiizada
como parametro para determinar el sabor de algunos frutos, Se ha observado
gue ocurren pequetios cambios en pH, 85 y AT en rodajas de manzanas de 12
cultivares, almacenadas a 2°C por 12 dias (Kim y col,, 1993). §in smbargo, en
otros frulos como fresas cortadas, se observaron cambios en el conlenido de
$8 durante el aimacenamienio en diferentes atmosferas controladas por 7 dias
a 5°C (Wright v Kader, 1997). También, es de gran ulilidad el uso de
svaluacionas sensoriales con paneles entrenados o semientrenados para
evaluar 1os cambios de sabor durante el almacenamiento. Por ejemplo, al
evaluar sensoriaimente frutos cortados de melon Honeydew, kiwi, papaya, pifa
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y meldn Cantaloupe almacenados a 4°C, se encontrd gue estos fueron
inaceplables despuds de 7, 4, 2, 7 y 4 dias, respectivamente (O'Connor-Shaw vy
col., 1994),

2.6.2. Color

El control de ta decoloracion y oscuracimiento de la superficie de frutas vy
vegelales es de suma importancia durante ¢l procasamiento. Eslos productos
sor vuinerables a la decoloracion debido al dafo causado a las células, los
tejidos y & la falta de una cubierta de profeccion.

El oscurecimiento enzimatico es considerado el principal faclor que
afecta al color de los frulos frescos cortados, Las reacciones que ocurren en el
oscurecimiento enzimatico en producios vegetales estan catalizadas por las
palifencloxidasas que intervienen en la hidroxilacion de monofencies a o-
difenoles; nonofenol monoxigenasa, o tirosinasa; y en la oxidacion de o-feroles
a o-diquinonas: catecolasa (Weeb, 1992), seguido de la formacion de melaninas
meadiante una reaccion no enzimatica (Josling y Pointing, 1951). La intensidad
del oscurecimiento esta influenciada por la concentracion de formas activas de
& enzima y por el contenido de fenoles del tejido vegetal. Este contenido de
fencles depende de numerosos factores, como son la variedad, la madurez del
fruto, o incluso los factores medicambientales (Cano vy col., 2004).

En frutos climatéricos, el estado de madurez optimo para realizar el
procasado corresponde a un punto en el que el fruto esta cercano a la madurez
plena, pero sin alcanzarla. En algunos frutos, como el meldn, la sandia y los
frutos citricos, los cambios enziméticos de color de los tejidos estan
refacionados en primera instancia con la accion de las peroxidasas (POD), La
actividad de peroxidasa provoca también oxidaciones que afeclan a aguellos
constiluyentes de los tejidos vegetales con capacidad de donar hidrogeno
{Padighia y col., 1995).
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2.6.3, Firmeza

La textura es un factor de calidad que diferencia alimentos frescos y
procesados, Las células de frutas y vegelales frescas de alta calidad poseen
una gran turgencia (Huxsoll y col., 1989). Debido a las caracteristicas de los
frutos cortados, la firmeza es considerado un atributo de calidad importante que
puade ser afectado principalmente por las enzimas pectinolilicas y la pérdida de
agua (Beaulieu y Gorni, 2002). Karakurt y Huber (2003) compararon la pérdida
de firmeza de frutos enteros y cortados de papaya, encontrando gue los frutos
corlados pierden 36% de firmeza despues de dos dias de almacenamiento a
5°C. En contraste, los frulos enteros presentaron un ligero decremento en la
firmeza después de 4 dias de almacenamiento a las mismas condiciones, Eslos
autores concluyeron que la pérdida de firmeza se debe a gue 10s frulos cortados
prasentaron mayor aclividad de las enzimas pectinoliticas, en comparacion con
los frutos enteros,

lL.as pectinas estan formadas por cadenas de unidades de acido D-
galacturénico con enfaces w-14, las cuales estan esterificadas en diferentes
grados con metanol (Mantin-Cabrejas y col, 1985). Uno de los principales
cambios gue ocurren durante el ablandamiento de fas frutas y vegetales, es la
progresiva solubilizacion y depolimerizacion de las sustancias pecticas (McNeil
y col,, 1984). Los iones de calcio v las enzimas pectinoliticas participan en el
proceso de ablandamiento. Hay diferentes maneras en las cuales el calcio
interviens en la pérdida de la firmeza. L.a pérdida de calcio de la lamina media
reduce 10s enlaces idnicos entre las moléculas de pectina. Esta peérdida de la
fuarza idnica, pueds reducir la regulacion de la actividad de las hidrolasas de la
pared celular y la turgencia celular (Toivonen y Dealzll, 2002).

El modo de asociacion de las enzimas de la pared celular es muy
variado. las hay solubles en 8l medio que embabe la pared, unidas mediante
interacciones idnicas o incluso por uniones covalentes, algunas de ellas tan
fuertemente que es imposible solubilizarlas por métodos no desnaturalizanies
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(Goldberg, 1985). Se ha postulado que la asoctacian idnica de las enzimas a la
mambrana celular se da a traves de las pectinas acidas, y las asociadas
covalentemente, mediante la parte glicidica de la molecula. Las enzimas mas
fuertemente unidas podrian unirse mediante puentes isodilirosina, que podrian
s0r NBCesarios incluso para su actividad enzimatica (Fry, 19686).

Las enzimas de la pared celular pueden calalizar la hdrdlisis o la
transglicosidacion de los polisacdridos de la matriz, la interconexion de
polimeros mediante enlaces covalentes o no covalentes, o faciitando |a
incorporacion de nuevas proleinas estructurales de la pared celular (l.amikanra,
2002)

Se han descrito numerosas aclividades enziméticas asociadas a las
paredes celulares de frutos, fundamenialmente aquellas relacionadas con el
proceso de maduracidén, sin embargo solo se mencionaran aquellas
involucradas en este estudio.

La -galactosidasa actta hidrolizando el enlace glicosidico a partir del
extramo no reductor del acido poligalacturénico, liberando moléculas de
galactosa (lan De Veau y col, 1993). Durante el desarrolle del fruto, en los
estadios de division, aumenta el contenido de esta enzima, decreciendo
inmediatamente después, ¢ incrementando sus niveles de nuevo durante la
maduracion (Ahamed y Labavilch, 1980),

Por otra parte, las poligalacturonasas (P(G) catalizan la hidrolisis de los
enlaces o~ 1.4 enlre residuos galacturonosil, La exopoligalacturonasa actua
sobre los residuos terminales, mienlras gue la endo-poligalacturonasa hidrolize
los enlaces en forma aleatoria (Laminkara, 2002) lLas poligalacturonasas
presentan una gran asociacion temporal con fa maduracion de los frutos, por lo
que @ menudo, se les ha relacionado con su ablandamiento (Huber, 1983),
Existen evidencias de que los frutos inmaduros, o en fase de crecimiento,
presentan un bajo contenido en pectinas solubles, aumentando notablemente
durante la maduracion, al mismo tiempo que las pectinas de la pared celular
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son degradadas por la accion de la poligalacturonasa (Ahamed y Labavilch,
1980).

La pectin metilesterasa (PME) es una ehzima de gran imporiancia
durante la maduracion de los frulos. Esta enzima elimina los grupos melito
asterificados en C-6 de los residuos de écido galacturonico de las pectinas.
Esto hace que las pectinas aumenlen su carga negativa, posibillando la
formacion de nuevos puentes de calcio entre ellas (Fry, 1288). Otros aulores
apuntan & que el aumento de la carga puede forzar la separacion de cadenas
pécticas, aumentando la relajacidn de las capas de polisacaridos y Ia
accesibilidad de las enzimas a sus sustratos (Carpita y col., 1978). Ademas, se
ha demostrado gue las poligalacturonasas son mas activas contra peclinas
demetilesterificadas, debido posiblemente a que necesitan dos grupos carboxilo
adyacentes libres (Koch y Neving, 1989). De esta forma la pectin metilesterasa
puede jugar un papel importante en la accesibilidad a la degradacion de las
pectinas por las poligalacturonasas (Koch y Nevins, 1984),

Otro punto importante es que presenta un pH optimo neutra, o iNcluso,
algo bésico, frente a los pHs 6plimos dcidos de la mayoria de las enzimas de |a
pared. Por lo tanto, se supone que esta enzima actua en primer lugar,
generando un descenso del pH, que causara una disminucion de su actividad y
un aumento en el resto de las enzimas, entre ellas la poligalacturonasa
(Rexoba-Benkova y Markovic, 1976),

2.6.4. Valor Nutricional

Los compuestos responsables del potencial saludable en frutas y
vegetales cortados estdn determinados por la especie vegetal de que se frate,
de su astado fisiologico v del tipo de tejido (Cano y col., 2004). Sin embargo,
hasta el momento el valor nutricional de cada producto vegetal no ha sido una
caracteristica condicionante de su utilizacion como materia prima en la
glaboracion de los productos precortados,
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Por lo tanto, existe muy poca literatura sobre los cambios gue pueden
sufrir los constiluyentes relacionados con el potencial nutritivo, tales como
vitaminas, azucaras, aminoacidos u olros componentes, Se puede dacir que en
general, 8l conenido de vitamina C decrece en casi todos los tgjidos vegetales
procesados durante su almacenamiento (Cano y col., 2004),

Se ha descrito la influencia de las condiciones de envasado sobre el
contenido de vitamina C en rodajas de kiwi (Agar y col., 1999). De esie estudio
se concluye que las atmosferas ricas en Op estimulan la oxidacion del acido
ascorbico ylo inhiben la reduccion del acido dehidroascorbico. También el
contenido de azlcares parece no verse afectado durante la conservacion
friporflica de ios trozos de. pera (Senesi y col, 1989) manzanas {Bett y col,
2002), kiwi {Agar y col,, 1999) y melon (Laminkara y col, 2000). En esle dltimo
trabajo sobre melén Cantaloupe describen que la pérdida en el contenido de
aminoacidos de los trozos de esie fruto, es dependiente de |a temperatura de
conservacion empleada, siendo 4°C la temperatura mas adecuada para la
conservacion y comercializacion de este producto.

2.7. Métodas para Reducir el Deterioro

Considerando 8! tiempo requerido para @ procesamientio, empaque,
comercializacion y distribucion, se estima un periodo de 16 a 20 dias a partir det
inicio del proceso hasta la mesa del consumidor. Esto, aunado a la corta vida
utit de los productos cortados, conlleva a la necesidad de buscar meétodos
gfectivos y economicos para proleger eslos productos y garantizar su seguridad
durante este periodo. Actugimente se ulilizan varias lecnologlas para la
gonservacion de frutos y vegetales cortados como el uso de atmésferas
modificadas, aditivos, antioxidanies, cublertas comestibles, entre otras (Watada
y Qi, 1998).
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2.7.1. Envasado en Atmadsferas Modificadas

El sistema de empacado en atmoésferas modificadas {MAP), consisie en
aimacenar un producto en una atmosfera distinta a la del aire (21% 0O, 0.03%
CO; y 78.9 Na), con el propdsito de disminuir la respiracion, el crecimiento
microbiano v las reacciones enzimaticas (Kader, 19806).

El envasado de Jos productos cortados en bolsas de polietileno o
bandejas de poliestireno, cubierlas con peliclas plésticas con apropiada
permeabilidad a los distintos gases de interés, es la forma mas comun de
comercializar estos productos (Gonzalez-Aguilar y col., 2001). 8in embargo, la
seleccion del material para crear la atmodsfera modificada depende de 10s
requarimientos especificos del producto (Kader y col., 1989).

Existen dos tipos de atmosferas moditicadas. Una de ellas consiste en la
modificacion pasiva de la aimoésfera creada naturalmente por el producto
{Gorny, 1997). Por otro lado, el otro tipo lamado atmosferas controladas,
consiste en retirar fa atmdésfera dentro del envase y remplazarla por un flujo de
gases con la concentracion deseada (Schlimme y Rooney, 1994),

Las atmosferas modificadas recomendadas para mantener la calidad y
vidda de anaquel de productos cortados estan en un rango de concentraciones
de 2 a 8% de Qyy de 5 a 15% de CO, (Cantwell y Suslow, 2002). Sin embargo,
con niveles de O mas bajos se puede inducir 1a respiracion anaerobica, con la
subsecuente acumulacion de metabolitos indeseables. En estas condiciones, |a
rula glicolitica remplaza al ciclo de Krebs, & é&cido piruvico no es
completamente oxidado y es descarboxilado para formar acetaldehido, GO,y
por Gltimo etanol, desarrpllandose olores y sabores desagradables (Kader,
1986).

2.7.2. Refrigeracion

El almacenamiento a bajas temperalures puede sxiender la vida de
anagquel de los productos cortados. A temperaluras de 4 a 15°C, se disminuye
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la tasa de respiracion, ja produccion de etfileno, retarda la maduracion y el
crecimiento microbiano. Sin embargo, en algunos casos las bajas temperaturas
pueden causar dano por frio principalmente en frutos tropicales y subtropicales
(Baldwin y col, 1995), Cabe mencionar que en estudios recienles se ha
observado que mango, papaya y pifia cortados y almacenados a 5°C, no
prasentaron sintomas de dafio por frio (Gonzélez-Aguilar y col, 2001,
Gonzalez-Aguilar y col., 2004).

2.1.3. Aditivos

Una de las tecnologlas mas utilizadas en la industria de frutas y
vegatales cortados es la incorporacion de adilivos con funciones especificas. Se
ha observado que el uso de dcido benzoice, benzoato de sodio, &cido sorbico,
sorbato de potasio, entre otros, es efectivo para retrasar el crecimiento de
hongos, levaduras y bacterias. Sin embargo, su efectividad es limitada debido a
gue el aditivo se difunde hacia el alimento y la concentracion en la superficie
disminuye permitiendo la contaminacion por microorganismos (Baldwin y col,,
1995),

LLos antioxidantes son olro tipo de aditivos que son incorporados a los
frutos para evitar principalmente el oscurecimiento enzimatico causado por la
reaccion de la PPQO en presencia de Oy sustratos fendclicos (Sapers y Millar,
1998). Los sulfilos se han utilizado duranie mucho tiempo para prevenir el
oscurecimiento y deterioro, sin embargo, su uso se ha visto limitado debido a
gue se han relacionado con problemas en la salud (FDA, 1989), Es por eso que
se ha incremeniado el interds por buscar nuevas alternativas para pravenir el
oscurecimiento en frutas v vegetales (Howard y col,, 1884). Actualmente, se ha
encontrado que el uso de cierlos compuestos como el acido citrico, acetil
cisteina, acido isoaschrbico, entre otros, solos o en combinacidn inhiben el
oscurecimiento y mantienen la calidad de frulas y vegelales cortados
(Gonzélez-Aguilar y col., 2000).
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La aplicacion de cloruro de calcio s uno de los tratamienios mas
astudiados para reducir ia pérdida de firmeza en frutos cortados (Toivonen y
DeEll, 2002). Los iones de caicio son capaces de formar uniones entrg os
grupos carboxil libres de las cadenas de pecting, manteniendo [a firmeza de |a
pared celular (Garcia y Barret, 2002). En un estudio se probo la inmersion de
cubas de meldn en cloruro de calcio combinados con tratamientos hidrotérmicos
y se encontrd gue estos tratamientos fueron capaces de disminuir la pérdida de
textura en comparacion con el control (L.una-Guzman, 1889). Otros trabajos han
demostrado que el uso de sales de calcio en combinacion con acido ascorbico,
reduce la pérdida de firmeza y deterioro de diferentes variedades de mango
(Celis-Salas, 2003).

2.7.4, Cubiertas Comestibles

La aplicacidn de barreras fisicas como recubrimientos en la superficie de
las frutas puede regular la permeabilidad al O, CO» y vapor de agua,
retardando el proceso natural de maduracién. Ademas de preservar contra el
crecimienmto  de  microorganismos  (Mellenthin vy col., 1982). lLaure vy
colaboradoras (1986) sefialan que otro de los beneficios potenciales de las
cubientas comeslibles, es la reduccion en Ja sensibilidad a las bajas
temperaturas de almacenamiento.

Actualmente, las cubiertas son elaboradas con ceras, &cidos grasos,
aceites, proleinas, carbohidratos, o alguna combinacion de ellos (Baldwin,
1994). Estas, deben cumplir con algunos requisitos fundamentales como ser
buenas barreras para evitar la pérdida de humedad, solutos, gases, y ser
solubles en agua o lipidos. Ademas, de cumplir con buenas caracleristicas de
color, aparioncia, caracleristicas mecanicas, reoldgicas y no ser loxicas, entre
otras (Baldwin, 18956),
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2.8 Quitosang

El desarrollo de las investigaciones sobre cublertas a base de
polisacaridos, se ha inclinado hacia la ulilizacion del quitosano. Este, es una
molécula policatidnica lineal, formada por unidades de glucosamina con uniones
% (1-4) (Figura 2). Es obtenida por desacetilacion alcaling a partir de quitina,
segundo polisacarido mas abundante en la tierra despues de la celulosa
(Muzzarelli, 1977). El quilosano proviene de una fuente natural y renovable, ya
gue se obtiene a partir de desechos primarios de industrias procesadoras de
crustaceos. Es biodegradable y no contaminante, biocompatible tanto en
tejidos animales como vegelalss, biclogicamente funcional y no es toxico (Liy
col., 1982).

El quitosano es soluble en soluciones 4cidas débiles en condiciones
especificas. En estas soluciones, los grupos amino del guitosano estan
protenados (NHa). Estos grupos amino, gobiernan las propiedades funcionales
del quitosano en sus distintas aplicaciones (Park y col., 1983), El grado de
desacelilacion representa la sustitucion de los grupoes cetoamidos por grupos
amino. Uchida (1988) reporté que la actividad del quitosano era dependiente del
total del numero de grupos amino en la molécula, sin embargo no identifictd el
efecto def peso molecular,

2.8.1. Capacidad filmogénica

Debido a sus propiedades viscoelésticas, el gquitosano tiene la propiedad
de formar peliculas semipermeables. El uso de estas peliculas ha sido
estudiado por varios autores (Kester y Fennema, 1986; Chen y col, 1998). Eilos
reportan que estas peliculas exhiben moderada permeabilidad al vapor de agua
y 50N una buena barrera a la permeabilidad al oxigeno. Se ha reportado gue el
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CHyOH [T - CH,OH 1 CHOH

NXI» NH, |

e

Figura 2. Estructura molecular del quitosano
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uso de cubiertas de quitosano extienden la vida de anaquel vy reducen el
deterioro de duraznos, peras japonesas, kiwis, pepinos, chile bell, fresas y
tomates (Ei Ghaouth y col., 1991a, El Ghaouth y col,, 1881b). También se han
aplicado en mango y platano, los cuales mantuvieran una mejor calidad con
respacto al control (Kittur y col., 2001). Estos beneficios se alribuyen al
decremento en la tasa de respiracion del fruto, debido a la reduccion de la
produccion de etiteno y CO, Adamas, esta pelicula puede actuar como barrera
para impedir el flujp de nutrientes y consecuentemente disminuir la relacion
nutricional entre & patbgeno y el hospedero.

2.8.2, Capacidad antimicrobiana

El aumento de la demanda de alimentos libres de conservadores
guimicos ha impulsado la busqueda de nuevos antimicrobianos de origett
hatural (Wang, 1992), Esto debido a los efectos negalivos que se han
desanallado en la salud del humano provocados por los residuocs de fungicidas
quimicos, ademas del desarrollo de tolerancia de los microorganismos
patogenos hacia dichos quimicos. Por eso, la actividad antimicrobiana del
quitosano hacia diferentes grupos de microorganismos  COMo hacterias,
levaduras y hongos, ha recibido considerable atencion en los dltimos afios
(Hirano y Nagao, 1989),

La aclividad antimicrobiana del quitosano se debe a su caracter
palicationico a pH menor de 6 (Chen y col., 1998). El mecanismo exacto de esta
actividad no es bien conocido, pero se han propuesto diferentes modos de
accion. Uno de ellos es que la interaccion entre las moléculas de quitosano
cargadas positivamente con ta membrana celular del microorganismo, afectan
la permeabilidad de ésta y permite la salida de proleinas y otros compuestos
intracelulares (Chen y col., 1998 Young y col, 1982), Ofros sugieren que la
capacidad guelante del quitosano, une seleclivamente trazas de metales
inhibiendo la produccion de toxinas y el crecimiento microbiolégico (Fajardo y
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col,, 1995). Ei quitosano induce el desarrollo de procesos de defensa propios
del fruto, comao la produccion de fitoalexinas, la activacion de la quitinasa y B-
glucanasa, enzimas gue degradan la pared celular de hongos patogenos, asi
como la inactivacion de otras enzimas responsables del deterioro de los frutos
como la polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa (El Ghaouth y col., 1891). Por
Ullimo, se cree que la union del quitosano con el DNA y la inhibicion de la
sintesis de RNAM y otras proleinas, ocurre cuando éste penstra al nucleo del
microorganismo (Sudharshan y col,, 1992),

2821 Bacterias,
La aclividad antimicrobiana del quitosano contra algunas bhaclerias
palogenas ha sido estudiada por varios autores. Wang (1992), observo que una

concentracion de quitosano de 1-1.5% es requerida para la inactivacion de
Staphylococcus aureus después de dos dias de incubacion a pH 5.5-56. Por
olra parte, Chang y col. (1988) encontraron gue concentraciones de 0.005%
eran suficientes para inactivar a esta bacteria. Otros estudios han mostrado el
efecto del quitosano en la inhibicion de E. coli. Wang (1992) observo la
inactivacion complela después de un periodo de dos dias de incubacidn con
concantraciones ds 0.5 o 1%, a pH 5.5. Sin embargo, Darmadji e {zumimoto
(1994) reportaron gue concentraciones mayores a 0.1% eran requeridas para o
inhibicion de E. cofi. Por su parle, Simpson y col, (1997) encontraron que solo
0.0075% de quitosano era suficiente para dicha inhibicion. Las variacionss que
oxisten entre las distintas investigaciones, probablemente se deban a las
diferencias del grado de acetilacion y del peso molecular del quitosano utilizado.

El grado de desacelilacion representa la sustitucion de los grupos
cetoamidos por grupos amino, Uchida (1988) reportd que la actividad del
quitosano era dependiente del total del numero de grupos amino en la molécula,
sin embargo no identificd el efecto del peso molecular,
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De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible que el quitosano actug
en la superficie de las bactetias inhibiendo su crecimiento y desarrollo. A bajas
concentraciones, los cationes del guitosano, probablemente se unen a la
superficie de las bacterias cargadas electronegativamente,  causando
aglutinacion. Mientras que a altas concentraciones, la gran cantidad de cargas
positivas pueden crear una carga neta positiva en la superficie de las bacterias,
manteniéndolas en suspension (Shahidi y col, 1999). En el Cuadro 3 se
muestran las concentraciones minimas de quilosano y algunos derivados
utilizados para la inhibicion de ciertas cepas bacterianas,

2.8.2.2 Hongos
El uso de sustancias bioactivas como el quitosano para el confrol de

enfermadades fungicas poscosecha de frulas y horlalizas ha atraido mucha
atencion debido a los constantas problemas asociados con fungicidas guimicos
(El Ghaouth y col., 1992). El quitosano reduce el crecimiento in vitro de muchos
hongos, a excepcion de Zygomycetes (Allan y Hadwiger, 1979). Ademas, la
formacion de una pelicula semipermeable, tiens doble funcidn, la interferencia
directa contra el crecimiento de hongos y la aclivacion de varios procesos de
defensa. Fstos mecanismos incluyen la acumulacion de quitinasas, sintesis de
inhibidores de proleasas, lignificacion e induccion de sintesis de callos (El
Ghaouth y col., 1991).
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Cuadro 3. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC, ppm) de quitosano y
algunos derivados para diferentes bacterias

Bacteria DDEY SC1 8C2 SBC
“Gram positivas
Staphylococcus aureus 100 100 >2000 200
Listeria monocylogenes 100 100 =2000 100
Bacillus cereus 1000 500 NT »2000
Gram negativas
Escherichia coli 100 100 NT 100
Vibrio parahaemolyticus 100 100 = 2000 100
Pseudomonas agrigingss 200 200 = 2000 2000
Shigella dysenteriae 200 100 » 2000 100
Vibrio cholerae 200 »>2000 »>2000 2000
Aeromonas hydrophila YMI 500 200 = 2000 200
Aeromonas hydrophila CRC 2000 200 =2000 200
13661
Salmonella typhimurium >2000 200 >2000 2000

DPBY= quilosano con B9% de desscetlacion; BC1 quitpseno sulfonade con G3% B, 8CY= quitosano
sulfonado 13.03% 15, SBC= sulfobenzoll quitosano, NT= no probado.

Fuente: Chen y col., 1998
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Et efecto anfifungico del quitosano en el crecimiento de patdgenos en
fresa fue estudiado por El Ghaouth y col, (1992). De acuerdo con aste estudio,
el quitosano reduce marcadamente el cracimiento in vitro de Bofrytis cinerea y
Rhizopus stolonifer. Estos autores remarcan la importancia del numero de
cargas positivas a lo largo de la cadena del polimero debido a que observaron
una actividad antifingica mas baja con N,O-carboxymetilquitosano, comparado
golo con guitosano.

En un estudio in vivo, el Ghaouth y col. (1991) reportaron signos de
infeccion en frulas cubiertas con quitosanoe a los 5 dias de almacenamianio a 13
°C comparado con un dia para el control. En fresas cubiertas con gquitosano {15
mg/mL) almacenadas durante 14 dias se redujo el deterioro causado por e
mismo hongo mas del 60%. Ademas de que las frulas tratadas no presentaron
ningun signo aparente de fitotoxicidad, Savage y Savage (1894), reportaron gue
manzanas traladas con quitosano redujeron la contaminacion por hongos por
mas de 12 semanas almacenadas en refrigeracion. Posiblemente, este efecto
sa debe a la activacion de la quitinasa, una enzima de defensa encontrada en
tejidos vegetales, la cual degrada la pared celular de los hongos.

La inmersion de racimos de uva en soluciones de quitosano mostraron
reduccion de la infeccion por Botritis cinerea, debido a la combinacion de sus
propiedades antifungicas y la capacidad de estimular mecanismos de defensa
(Romanazzi y col., 2002). En un estudio en vainas de chicharos, se observo
una acumulacion de la fitoalexina pisantina (Madwiger y Beckman, 1980).
También se ha astudiado el efecto sinergista que se desarrolla en la formacion
de compuestos fendlicos con la adicion de quitosano en algunos granos,
controlando el hongo A. flavus, y evitando asl, la contaminacion por aflatoxinas
(Fajardo y col., 1995). Estos resultados sugieren que las peliculas de guitosano
o sus derivados, pueden tener efectos positivos en la vida de anaquel de frutas
y hortalizas.
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2.8.3. Inhibicion de enzimas causantes del deterioro de frutas y vegetales

Los dafios mecanicos que ocurren durante el manegje poscosecha,
ocasionan reaccionas enzimaticas que dan origen al oscurecimiento de frutas y
vegetales {Ju y col., 1998). Los compuestos fendlicos, aunado con la actividad
de la polifenol oxidasa, son los responsables de este fendmeno, al cual afecla el
color, sabor y valor nutricio.

] efectd de la aplicacion de una cubierta con quitosano en frutos de
litchi, mantuvo el contenido de antocianinas, flavonoides, y fencles totales.
También se observé una disminucion en la actividad de la PPO e inhibio
parciaimente el incremento de la actividad de la peroxidasa (Zhang y Quantick,
1997). La aplicacion de una cubierta de quitosano en frutos cortados de water
chestnut disminuyo la actividad de PAL, PPO y POD, asi como el contenido de
fanoles totales (Pen y Yiang, 2003).

Cuando se evalud ol efecto de la aplicacion de cubiertas de quitosano en
tomate, sobre la aclividad de las enzimas pectin metilesterasa,
poligalacturonasa y pectalo liasa (causantes de la degradacion de la pared
celular), se encontrd que la actividad de estas enzimas fue 50% menor que la
de los frutos control (Bashkara y col., 2002).

De acuerdo a los antecedentes bibliograficos, existen pocos estudios
sobre la aplicacion de cubiertas comestibles de quitosano en frutos cortados.
Sin embargo, debido a sus propiedades y a los esludios que se han realizado,
podria ser considerado coma una allernativa para mantener la calidad de frutas
y vegetales cortados.
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2.8.3. Inhibicion de enzimas causantes del deterioro de frutas y vegetales

Los dafios mecanicos que ocurren durante el manejo poscosecha,
pcasionan reacciones enzimaticas que dan origen al oscurecimiento de frutas y
vegetales (Ju y col., 1998). Los compuestos fenalicos, aunado con la actividad
de la polifenocl oxidasa, son los responsables de este fenomeno, el cual afecta el
color, sabor y valor nutricio.

Fi efecto de la aplicacion de una cubierta con quitosano en frutos de
litchi, mantuvo el contenido de antocianinas, flavonoides, y fenoles totales.
También se observo una disminucion en la aclividad de la PPO @ inhibio
parciatmente el incramento de la actividad de la peroxidasa (Zhang y Quantick,
1997), L.a aplicacion de una cubierta de guitosano en frutos cortados de water
chestrut disminuyd ia actividad de PAL, PPO y POD, asi como el contenido de
fenoles totales (Pen y Yiang, 2003).

Cuando se evalud e efecto de la aplicacion de cubiertas de quitosano en
tomate, sobre la actividad de las enzimas peclin melilesterasa,
poligalacturonasa y pectato liase (causantes de la degradacion de la pared
celular), se enconird que la actividad de estas enzimas fue 50% menor que la
de {os frutos control (Bashkara y col,, 2002).

De acuerdo a los antecedentas bibliograficos, existen pocos estudios
sobre la aplicacion de cubiertas comestibles de quitosano en frutos cortados.
Sin embargo, debido a sus propiedades y a los estudios que se han realizado,
podria ser considerado como una alternativa para mantener la calidad de frutas
y vegelales cortados.
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3. HIPOTESIS

Las cubiertas da quitosano ayudan a mantener la calidad micrabiologica
y disminuyen la actividad de enzimas causantes del deterioro, de papaya fresca
cartada,

4. QBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar e efecto de las cubiertas de quitosano sobre la calidad
microbiolégica y vide de anaquel de papaya fresca cortada procesada
almacenada a 5° C,

Objetivos Particulares

. Determinar el grado de acetilacion y peso molecular de los quitosanos
abtenidos,
. Analizar al efecto de las cubiertas de quitosano sobre los cambios fisico-

quimicos durante el almacenamiento a §° €,

. Evaluar loa cambios en la actividad de las anzimas PME, PG y b-
galactosidasa durante el almacenamiento a §° C.

. Analizar la calidad microbioldgica del  producte  durante el

almacenamiento a 5° C.




5. MATERIALES Y METODOS

5 1. Material Vegetal

Para este estudio se utilizaron frutos de papaya variedad "Maradol”, 10s
cuales se obtuvieron de una comercializadora de frutos de la localidad, Los
frutos se seleccionaron de manera uniforme por madurez, tamano, libres de
infeccion v defectos fisicos. Posteriormente, fueron lavados con una solucion
clorinada (200 ppm) durante 5 minutos y secados a lemperatura ambiente,
Después fueron pelados y cortados manualments con cuchiflo afilado en cubos
de 2 x 2 cm aproximadamente.

5.2 Depolimerizacion y Garacterizacion del Quitesano

5.2.1. Depolimerizacion del Quitosano

Fl quitosano utilizado en este experimento fue proporcionado por el
Laboratorio de Biopolimeros del CIAD, La Figura 3 muestra el diagrama de los
pasos que se llevaron acabo para la depolimerizacion. El guitosano nativo se
solubilizo en HCI 0.1 M. Posteriormente, se depolimerizo para oblener tres
pesos moleculares distintos (bajo, mediano y alle) con nitrito de sodio. La
dapolimerizacion se llevo a cabo por 2 horas en agitacion lenta a temperatura
ambients. Después, el guitosano fue precipitado con acetona a -40°C. Por
attimo se liofilizd el precipitado. De esta manera se obtuvo guitosano en forma
de clorhidrato, el cual @s soluble en agua.
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Figura 3. Diagrama de flujo de la obtencion de quitosano de bajo, mediano y
alto peso molecular,
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5.2.2. Grado de Acetilacion

Se determind el grado de acetitacion del quitosano (bajo, mediano y alto
peso molecular) por espectrascopia de infrarrojo (Brugnerotto y col., 2001). Los
calculos se realizaron a partir de los espectros de absorbancia utilizando la
siguiente ecuacion:

GA (%)= 31.92 x (Avazo/Asazg) = 12.2

Los espectros de infrarrojo de ios quitosanos se obluvieron empleando
pastillas formadas con mezcla de  muestra-KBr, en proporcion 1-100, La
absorbancia de tas bandas de interés de los espectros se datermind mediante
al analisis digital de los espectros con el programa Microcal Origin 6.0 (Microcal
Software Irc., Northampton, MA, USA).

5.2.3. Peso Molecular

Et peso molecular de los guitosanos obtehidos se determind por el
método de viscosidad intrinseca (Sun, 1994). La viscosidad intrinseca (|n]) se
obluvo a partir de la medicion de la viscosidad relativa ([nw]). Para cada
muestra s@ prepard una serie de 4 soluciones diluidas en acido acélico 0.3 M
con 0.2 M de acetalo de sodio. A éstas, al igual que el solvente, se les
determind el tiempo de paso por un viscosimetro capilar Ubbelohde a 25°C en
un bafto de agua Koheler, modelo K-23400 (instrument Company Inc.,
Bohemia, NY, USA), El valor de {[nwe]) se calculd con la siguiente ecuacion:

(Ineet]) = 4/ 4
Donde 1,y 15 corresponden al tiempo de paso de la solucion y del solvente,
respactivamente, $e procurd que (a ([na]) se mantuviera en el intervalo de 1.2
a 2 con todos los tiempos de paso de mas de 100 segundos.
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Bl valor de viscosidad intrinseca ([n])) se determind con los valores de
(fnwl) mediante la extrapolacion grafica conjunta de las curvas obtenidas de
las ecuaciones de Huggins, Kraemer y "punto critico”, a una concentracion
ledrica de polimero igual a 0 (Morris, 1984).

Posteriormente, se calcularon los valores de paso melecular a partir de
los valores de ([n)]), empleando la ecuacion de Mark-Houwink. Las constantes
utilizadas para Ky « fueron 0.069 mlfg y 0.77 respectivamente (Rinaudo y col ,
1993).

N =K My  ecuacion de Mark-Houwink
donde.
1 = viscosidad intrinseca

Mv = peso molecular
Ky o = constantes empiricas

53 Tratamientos

Para los tratamientos se prepararon soluciones de quitosano de 108 tres
pesos moleculares a concentraciones del 1y 2% plv con agua destilada esteril.
El pH fue ajustado a 5.6 con NaOH 1 N. Los cubos de papaya se sumergieron
en las distintas soluciones por 2 minutos. Se secaron con toallas de papel para
aliminar el exceso de liquido vy se envasaron en charolas de poligstireno de 500
cm® (6 cubos en cada charola). Una vez envasados se almacenaron por 15 dias
a 59C. Se utilizaron 30 charolas por tratamiento. Para el control se wtilizd agua
destilada a pH 5.6.

Se evaluaron los parametros de calidad con intervalos de 3 dias. Se
evalud subjetivaments el indice de deterioro. Los pardmetros fisicogquimicos
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evaluados fueron; color (L* b*), texiura, pH, solidos solubles totales, acidez
titulable y pérdida de peso. Estas mediciones se realizaron a temperatura
ambiente (25°C). Dentro de las evaluaciones bioquimicas se midio la
produccion de etanol y acetaldehido, la actividad de pectin metil esterasa
(PME), poligalacturonasa (PG) y p-galactosidasa, También se evalud cada 7
dias, la calidad microbiolégica, midiéndose la cuenta total, hongos, levaduras y
coliformes lotales y fecales.

5 4. Evaluacidn Subjetiva

5.4.1, indice de Deterioro

El indice de deterioro de los cubos de papaya se evalud subjetivamante
de acuerdo a una escala descrita por Mercado-Silva y col, (1998). Esta escala
va de 1-5, donde 1= ningun deterioro, 2= ligero (mayor de 3% de superficie
afectada), 3= moderado (5-20% de la superficie afectada), 4= severo (20-50%
de supetficie afectada), y 5= extremadamente severo (mayor del 50% de la
superficie afectada,

Los resultados se expresaron en base a la siguiente formula como
indices de deterioro.

| = 1n+2n+3nt4n+on
N
Donde:
n es @ numero de cubos que se encontraron en cada uno de os rangos
establecidos en la escala hed6nica, para un tiempo de analisis dado.
N es el nimero total de cubos examinados.
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5.5, Evaluacionss Fisicoquimicas

5.5.1. Color

Los parametros de color (L* y b*) se midieren en |a superficie del cubo de
papaya, utilizando un colorimetro portatil Minolta CR-300 (Sapers y Douglas,
1987). Se realizaron 30 repeficiones para cada tratamiento. El valor L*
raprasenta colores negros o opacos (0) y colores blancos o de maxima
briltlantez (100). El valor de b* se usd para determinar la tonalidad del color
amarilio.

5.5.2. Firmeza

Para la determinacion de la firmeza del producto se utilizo un analizador
de textura Chatillon. Se midio |a fuerza necesaria a la penetracion (N) de una
esfera de 5 mm de diametro sobre una distancia de 10 mm en el centro del

cubo de papaya (Gomy y col.,, 1988),

5.5.3. Pérdida de Peso

Se efectud un seguimiento del peso de los cubos de 3 charolas durante
el almacenamiento, en una balanza digital OHAUS modelo NOB 110 (Ef-
Ghaoulh y col., 1991a),

5.5.4. Acidez Titulable, pH y S6lidos Solubles Totales

Se utilizd un extracto que se obtuve homogenizando 10 g de muestra con
50 ml. de agua destilada previamente neulralizads, filtrando a fraves de una tela
de organza.

La acidez tilulable y el pH se determinaron por triplicado, a partir de 50
mi del extracio, la cual fue valorada con una sotucion de NaOH 0.1 N en un
titwador automatico Metller modelo DL21, hasta alcanzar un pH de 82, que
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indica la neulralizacion acido-base. Los resultados de la acidez titulable se
expresaron como % de acido clirico presente en la muestra, de acuerdo a la
siguiente formula; |
% AT, = (mL NaOH gastado)(N da NaOH)(0.064)(100) / mL de jugo titulado
PDonde

0,064 es el miliequivalente del acido citrico,
£i pH se expresd como los iones de hidrogeno presentes en la muesira,

Los solidos solubles se midieron colocando una gota de juge en un
refractometro digital Atago modelo PR-101 previamenta calibrado con agua
destilada. Los resultados se expresaron en "Brix. Se realizaron tres repeticiones
por tratamiento (AQAG, 1980).

5 6. Fvaluaciones Bioguimicas

5.6.1. Etanol y Acetaldehido

Para la determinacion de etanol y acetaldehido se siguit la lécnica
descrita por Davis y Chace (1969). Se tomaron 5 g de lejido y se colocaron en
viales de vidrio émbar con capacidad de 20 mlL, provistos de una septa de
teflon. Se calentaron a 70°C en un baio de temperatura controlada digital Serie
180 Presicion Scientific por 15 min, Posteriormente se toma 1 mi. del espacio
de cabeza con una jeringa hipodérmica y se inyectd a un cromatografo de
gases Varian Star 3400 CX, provisto de una columna Cromosorb 101 80/100 de
2 m de longitud, Las temperaturas usadas fueron 110°C para el inyector, 100°C
en la columna y 180°C para el detector de ionizacion de flama, se utilizo
nitrdgens como gas acarreador y las muestras se analizaron por triplicado. Se
calculd 8l drea bajo la curva de los cromatogramas por integracion en el
paguete Varian Star 3.1. Las concentraciones se obtuvieron con una curva
astandar de etanol y acetaldehido respectivamente.
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8.6.2. Ensayos de Actividad Enzimatica

5621, Obtencitn del extracto para poligglacturonasa,

Se homogenizd 50 g de pulpa de papaya parcialmente descongelada en
150 ml. de bisulfito de sodio al 1% pH 6.0, en licuadora por 1 min. la mezcla
resultante se filtrd a través de 6 capas de tela de organza. El residuo se
resuspendid en 150 mb de bisulfito de sodio al 1% pH 6 y se mantuvo en
agitacion lenta durante 30 min a 4°C. Posleriormente, se filtro la pasia en tela
de organza, y el filtrado se centrifugdé a 10000 rpm durante 30 min. Se tomaron
alicuotas del sobrenadante y se aimacenaron a -40°C hasta su analisis (Gross,
1982). Todo el proceso de extraccion proteica se llevo a cabo en camara fria a
4°C para conservar la actividad enzimatica,

56.2.2. Ensayo de actividad,
La actividad de poligalaciuronasa se determind de acuerdo a la tecnica de

Gross (1982). Se tomaron 50 ul del extracto de la enzima y se e agrego
acetato de sodio 37.5 mM pH 4.4 y acido poligalacturonico al 0.2% praviamente
lavado con etanol al B0%, hasta alcanzar un volumen de 200 L.
Posteriormente, las muestras se incubaron durante 2 horas en agitacion
gontinua. Para detlener {a reaccién, se agrego un 1 mL de buffer de borato 100
mM pH 8 frio, 0.2 mL de ciancacetamida al 1%, se colocaron en un bafio de
agua hirviendo por 10 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. L.a
absorbancia se leyd a 276 nm en un espectofotémetro Jenway G305, Los
resultados se expresaron como nmoles de grupos reductores producidos por
mg de proteina por hora. Con la finalidad de determinar la formacion de estos
grupos reductores, la absorbancia obtenida con el extracto se interpolo en una
curva patron que incluird concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 y 100 nmoles de écido galacturonico monohidratado. La concentracion de
proteinas para las 3 enzimas se determind por el método de Bradford (1876).

43



Malteriales y Métodos

Se empled albdmina de suero bovino {BSA; Sigma Chemical Co.) como
estandar, se ulilizé una longitud de onda de 585 nm,

5 6.2.3. Obtencion det extracto para pectin metil estarasa (PME).

Se homogenizaron 40 g de pulpa parcialmente descongelada en 40 ml. de
NaCl 2 M. Posteriorments, la pasta se incubo 2 horas en agitacion lenta
(mezclador de alicuotas) a una temperatura de 4°C. Se centrifugd a 10000 rpim
por 30 min. Se tomaron allcuotas del sobrenadante y se almacenaron a ~40°C

hasta su analisis (Gaffe y col., 1994).

5 6.2 4 Ensayo de actividad,

Se tomaron 0.5 ml del extracle y se le afadid 40 mL de solucion de
sustrato, la cual contiene D.5% de pectina (Sigma) y 0,15 M de NaCl. Se ajusto
al pH a 7.5 con NaOH 0.1 N. El punto final de la titulacion se ajusto a pH 7 con
0.025 N de NaOH. Se tomd el tiempo en el cual la enzima produjo H' por 3
ciclos. Se midid el volumen de NaOH gastado. La aclividad se exprasd como

umoles de H” /min mg de proteina (Gaffe y col, 1994),

56,25 Obtencion del extracto de [I-galactosidasa,

Se homogenizaren 20 ¢ de pulpa, 2 g de PVPP y 40 mL de buffer de
fosfato 0.2 M, pH 7.2 durante 30 s en licuadora. 1.a mezcla se filtré a través de
tela de organza, Posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm a una temperatura
de 4°C durante 30 min. Se recolectd el sobrenadante y se almacend a -40°C

hasta su analisis.
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5.6.2.6 Ensayo de actividad,

l.a actividad de p-gatactosidasa se determind segun la tecnica descrita
por Karakurt y Huber (2003), midiendo la liberacion de p-nitrofenol & partir de
una solucion de p-nitrofencl-glicosido incubado con el extracio enzimatico. La
mezcla de reaccién contenia 25 pl. de buffer citrato-fosfato pH 4.3, 25 ul. p-
nitrofenil-galactopirandsido 20 mM, 10 pl. de albumina de suero al 1% y 40 ul.
del extracto enzimatico, La reaccion se incubd durante 30 min a 37°C, y se
detuvo agregando 1 mb de buffer de glicinag 0.25 M pH 10. Se midio la
absorbancia @ 400 nm en un espectrofotometro Jenway 6305, Se utilizd un
coeficiente de extincion molar de 1.75 x 10° La aclividad se exprest como ia
enzima que cataliza la liberacion de 1 umol de p-nitrofenol/min mg de proteina,
bajo las condiciones de ensayo.

5.7 Evalyagiones Microbiologicas

La cuenta microbiolégica se realizd los dlas 0, 7 y 14, durante el
almacenamiento. Se pesaron 10 g de muestra y se diluyd en 90 mL de buffer de
fastatos, y se homogenizd por un minuto. Posteriormente, se hicieron diluciones
decimales. Se realizaron conteos microbiologicos de cuerta total (NOM-092-
S$8A1-1994), hongos y levaduras (NOM-111-88A1-1994), usando el matodo de
vertido en placa usando 1 ml. de la muestra homogenizada de cada dilucion, La
cuenta de coliformes totales se realizd usando el método del numero mas
probable (NOM-112-55A1-1984),
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5.8 Andlisis Estadistico

Ei exparimento se ajustd @ un disefio completo al azar blogueando los
dias de muestreo para eliminar su efecto.

Sa realizd un andlisis de varianza con un nivel de significancia de 0,05 en
el paguele estadistico NCSS 2000. Posteriormente, se hizo una comparacion
de medias mediante la prueba de Fisher LSD (a=0.05), para observar
diferencias significativas (Montgomaery, 1991),
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6. RESULTADOS

Caracterizacion del Ouitosano

El paso molecular es una caracteristica fisicoguimica del quitosano muy
importante, va que estd  directamente  relacionado con la  aclividad
antimicrobiana, ademas de afectar las propiedades viscoslasticas del polimero,

El Cuadro 4 muestra los valores de los pesos moleculares de los
quitosanos obtenidos a parlir de cabezas de camardn fresco. En el presenie
esludio se analizo el efecto del peso molecular en los diferentes parametros de
calidad evaluados en papaya frasca cortada,

Se puede observar que la viscosidad intrinseca aumentd como era de
esperarse con el peso molecular del quitosano obtenido. Estos datos
concuerdan con los oblenidos previamente en ofras muestras de guitosano
(Kume y Takehisa, 1982). El peso molecutar oblenido para el guitosano de bajo,
mediano y alto, fue de 2,2, 3.5 y 5.6 x10°, respectivamente.

Se ha reportado que quitosanos de bajo peso molecular poseen mayor
actividad antimicrobiana que los de allo peso molecular (Uchida, 1988).
Matsuhashi y Kume (1987) estudiaron la capacidad antimicrobiana de
quittsano de bajo peso molecular obtenido por irradiacion, La radiacion causa
cambios en las propiedades fisicoquimicas del quitosano, y s considerado un
método otil para producir productos de bajo paso molecular a partir de
carbohidratos (Matsuhashi y Kume, 1897). Estos aulores encontraron gue la
fraccién con un intervalo de peso molecular de 1x10° = 3x10° era capaz de
inhibir completamente el crecimiento in vitro de £ coll.
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Cuadro 4. Viscosidad intrinseca y peso molecular de los quitosanos obtenidos
a partir de caberza de camaron.

Quitosano [n] PM
R AT
Mediano 0.36768  3.5x10°

Alto 0.52744 56 x10°

Cada madicion de n es la media de tres repeticiones
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En otro estudio, se probaron 6 guitosanos y oligdmeros de guitosano de
diferente peso molecular en bacterias aisladas de tofu. Se encontrd que la
inhibicion de estas bacterias dependia del peso molecular de quitosano wlilizado
y del tipp de bacteria, ademas que los oligomeros de quitosano presentaron
menos capacidad de inhibicion que el quitosano (No y col, 2002) Estos
resullados concuerdan con los obtenidos en este estudio, donde el quitosano de
hajo peso molecular tuve menos efeclo que ef de mediano, y este a su vez, tuvo
mayor efecto que el de alto peso molecular.

Grado de acetilacion {GA)

Se ha reportado que el grado de acetilacion es una de las caracteristicas
quimicas mas importantes del quitosano, ya que puede tener influencia en la
actividad y de esta manera es posible seleccionar la aplicacion méas apropiada
(Li y col. 1992). En si, el grado de acetilacion determina el contenido de grupos
amino en el polisacarido.

El grado de acetilacion de los quitosanos wtilizados en este estudio vario
an un rango de 34 a 44% y no parece haber sido afectado por la reaccion de
depolimerizacion. Por lo que es de esperar que las diferencias encontradas
entre los tratamientos se deban al peso molecular y no al GA (Figura 4) del

quitosano.

Evaluacion subjetiva

indice de deterioro

Los procesos a los gue son sometidos los frutos cortados causan heridas
y esirés en sus tejidos y aceleran las reacciones metabolicas relacionadas con
los cambios indeseables en sabor, color, textura y calidad sensorial (Abe y
Walada, 1991), Estos cambios pueden favorecer el deterioro del producto y

49



Resultados y Discusion

Bajo M

i . . . . . yoo P L, L
#al wnl - jLLL (L1 i
LEN Yupemmptkntey 1 1

Mediano M

an wip - . iy "
by Wbkt 40 ]

Ao PM

o T ST ah
Vatbgtaginges o 1y

Figura 4. Espectros de IR para la determinacidn del grado de acetilacion de los
quitosanos de bajo, mediano y alto paso molecular.



Resuftados y Discusion

limitar significativamente su vida de anaquel. Por lo que es necesario, el uso de
tecnologias coadyuvantes a la refrigeracion con el fin de disminuir @l minimo
gslas reacciones indeseablas,

Recientements, se ha evaluado la aplicacion de cubiertas comestibles,
con el proposito de controlar las reacciones de deterioro y aumentar la vida de
anaguel (Baldwin y col, 1995). Especificamente, las cubiertas comestibles
reducen la pérdida de agua, restringen la entrada al oxigeno, dimmﬁnuy:a la
respiracion, relarda la produccion de etileno, ademas, pueden ser vehiculo de
ciertos aditivos capaces de controlar el oscurecimiento y crecimiento microbiano
{Baldwin y col. 1995),

Para el caso de papaya cortada, el principal problema es la apariencia
cristatina y blanda, que demerita en gran medida la calidad de este producto,
O'Connor-Shaw y col. {1994), ulilizaron un panel entrenado para la evaluacion
sensonal de cubos de papaya almacenados a 4°C. Estos aulores reporaron
que después de 3 dias de almacenamiento, la mayoria de {os panslistas
asignaron a los cubos valores muy bajos debido a la apariencia muy blanda,
considerandolos inaceptables para el consumo,

Fn el presente estudio, se encontré que el indice de deterioro fue
aumentando con el tismpo de almacenamiento a 5°C (Figura 5). Sin embargo,
se encontraron diferencias  significativas entre el control y todos los
tratamientos. Se puede observar que los tratamientos de mediano peso
maolecular {M) fueron los que presentaron menores indices de deterioro, esto se
pueda deber a que posiblemente, el quitosano de bajo peso molecular (B) no
fue capaz formar una buena pelicula y restringir el paso del oxigeno, debido a
su baja viscosidad. Por otro lado, se observd que los frutos cubiertos con
quitosano de alto peso molecular (A) presentaban una mayor deshidratacion en
la superficie del producto. Los mejores resultados se obltuvieron con cubiertas
de quitosano de mediano y alto peso molecular con la concentracion de 2%.

51



Resultados y Discusion

ol CONTROL A

st
.......
e

ol B VY
we B
g L
s N 2%
wrllfe B 1M
G AN

indice de detericro

(Has a 5°C

Figura 6. Indice de deterioro de papaya fresca cortada tratada con cubieras de
guitosano y almacenados durante 15 dias a 5 °C. Barras verticales

representan el error estandar de la media (p<0.05) (n=10)



Resultados y Discusion

Estos frutos tardaron mas tiempo en deteriorarse y por tanto presentaron una
mayor vida de anaquel (hasta 16 dlas a 5°C).

Recientemente, se reportd que la aplicacion de cubiertas de quitosano
reduio considerablemente el delerioro de water chesnut, durante 15 dias a 4°C,
Este resultado lo atribuyeron a la disminucion en la actividad de PPO, PAL y
POD, y al contenido de fenoles totales observada en los frutos tratadps con
quitosano (Pen y Jiang, 2003). También encontraron que al aumentar la
concentracion de quitosano el indice de deterioro disminuia significativamente.
En otros productos como chile bell y pepinos almacenados a 13 y 20°C,
respectivamente, se pudo observar que la aplicacion de cublertas de quitosano
fue muy efectiva para inhibir el deterioro (El-Ghaouth y col,, 1991). El posibie
modo de accion de las peliculas de quitosano sobre la inhibicion del delerioro,
se puede relacionar a la disminucion en la perdida de vapor de agua, que como
consecuencia disminuye &l estras hidrico del producto.

Evaluaciones fisicoguimicas

Color (L"y b*)

El color es uno de los principales atributos de calidad que el consumidor
toma en cuenta, &l momento de decidir la compra de un producto fresco, La
pérdida de color disminuye, en general, considerablemente la calidad del
producto. Por eso es necesario el desarrollo de tecnologias gque garanticen un
buen color del producto durante el periodo de almacenamiento.

Los parametros L* a* y b* son comunmente utilizados para describir
objstivamente los cambios de color en los frutos. El valor L™ indica la
luminosidad de la muestra, donde 100 representa un color blanco y O significa
color negro. E! valor positivo y negativo de a* representa una coloracion roja y
verde respectivamente, Mientras gue el valor positivo y negalivo de b* nos
indica una coloracion amarilla y azul, respectivamente.
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En este estudio se evaluaron los parametros de L* y b* (Figura 6), gue
son los que comunmente se utilizan para describir los cambios de color en
papaya. £l valor de L* disminuyd significativamente al tercer dia de
atmacenamiento en todos los tratamientos evaluados. La menor perdida se
observd en los frutos tratados con el quitosano de mediano peso molecular al
1% (M1), y fueron diferentes al control. Al final del almacenamiento, el control y
el tratamiento B1 presentaron la mayor perdida del valor L* Los tratamientos
gue mantuvieron mas altos los valores fueron el M1y M2,

£1 valor b* se uliliza para estimar los cambios en la inlensidad del color
amarilio durante el almacenamiento. De igual manera, el valor b* tuvo una
reduccién significativa después del tercer dia de almacenamiento. Los frutos
controt tuvieron los valores mas bajos de b* (alrededor de 15), lo cual nos indica
que los tretamientos fueron capaces de mantener mejores valores de b* durante
el almacenamiento. De la misma forma, los mismos tratamientos que
presentaron los mayores valores de L, también lo fueron para mantener los
valores de b* durante todo el periodo de almacenamiento a 5°C.

El oscurecimiento enzimatico es sin duda el principal problema que
afecta el color de cierlos productos procesados en fresco (Cano y col,, 2004),
Tradicionalmente se empleaban los sulfitos para controlar este problema de
calidad. Sin embargo, su uso se ha visto limitado debido a que estos
compuestos se han relacionado con problemas en la salud de cierlos
consumidores (Taylor, 1993). Debido a esto se estan desarrollando
investigaciones donde se prueban diferentes antioxidantes naturales solos o en
combinacion (Gonzalez-Aguilar y col., 2000, Gonzalez-Aguilar y col., 2004b).

Zhang y Quantick (1997), evaluaron el efecto de las cublertas de
quitosano en la inhibicion del oscurecimiento en la piel de frutos de litchi. Estos
autores encontraron que estas cubiertas eran capaces de disminuir el
oscurecimiento, y este efecto lo atribuyeron a la disminucion en el contenido de
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fenoles, a la aclividad de ta polifenol oxidasa y a la inhibicidn parcial de la
actividad de la enzima peroxidasa. Todos estos pardmetros han sido
relacionados directamente con 1os procesos de oscurecimiento de la piel y
pulpa de diferentes productos vegetales (Whitaker y Lee, 1995)

En otro estudio, se evalud el color subjetivamente de tomates cubiertos
con quitosano (El-Ghaouth y col., 1992). Estos autores obssrvaron que después
de 22 dias de almacenamiento, 1os frutos control maduraron mas rapido que los
frutos cubiertos con quitosano, de acuerdo @ la intensidad de color rojo que
presentaron (os frutos control. El retraso en ef cambio de color observado en los
frutos tratados con quitosano, pusde deberse a la atimosfera modificada interna
creada en el fruto, con altos niveles de CQ» v bajos de Oy, que retrasaron el
procast de maduracion,

En un esiudio realizado previamente por Ruiz-Cruz y col. (2002), se
probd el efeclo de diferentes antioxidantes solos 0 en combinacion (acido
isoascorbico, acetil cisteina y acido  ascorbico), en la  inhibicion  del
gscuracimiento enzimatico en rodajas de pifia fresca, Encontraron que |a fruta
tratada con antioxidantes mantenia el color de frula fresca con respecto al
control, durante el almacenamiento a 10°C. Por otra parte, el tratamiento con
una combinacion de 4- hexilresorcinol con acido ascorbico, mejoraron el controt
del oscurecimiento en rebanadas de manzana (Luo y Barbosa-Canovas, 1995).
Otro estudio en manzanas "Red Delicious” almacenadas a 5°C, muestra que la
combinacion de 4-hexilresorsinel, acido isoascorbico, clorure de calcio y acetil
cisteina, mantiene el valor de L* en un 30% comparado con el control. (Buta v
col., 19499)

Otra forma de disminuir et oscurecimiento, se logra con la combinacion
del uso de antioxidartes con melodos fisicos, tales como: (ratamientos
termicos, envasado en almosferas modificadas y controladas, peliculas
comestibles, radiacion gamma y pulsos slectncos (Cano y col, 2004). Por
gjemplo, en manzanas y papas cortadas, se observd que la accion del dcido
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ascdrbico para controtar el oscuracimiento, fug mejor cuando se incorporaba a
uia pelicula comestible (Baldwin y col., 1995a) De la misma manera, una
cubierta comestible a base de carboximetilcelulosa no fue capaz de prevenir el
oscurecimiento de manzanas y papas corladas, Sin embargo, cuando esta
cubierta se combind con aditivos (antioxidante, acidulantes y conservadores
guimicos), el control del oscurecimiento fue mejor que la inmersion en
soluciones con l0s mismos aditivos (Baldwin y col, 1996),

Firmeza

Uno de los principales problemas gue se presentan en os frutos cortados
es la pérdida de firmeza. Para el caso de papaya, la firmeza es la principal
causa de pérdida de calidad, ya que adquiere una apariencia cristalina y blanda
antes de contaminarse microbiologicamente. Las enzimas pectinoliticas y
protecliticas que se liberan como consecuencia de la ruptura celular provocada
en el troceado del producto, pueden difundirse en el interior del tejido y ponerse
en contaclo con los sustralos, reaccionar y provocar el ablandamiento
(Varoquaux y col. 1990).

La firmeza inicial de los frutos utilizados en &l presente estudio, tenfan
una firmeza promedijo de 10-11 N. En la Figura 7 se pusde ohsetvar que en
ganeral, la firmeza disminuyd siguiendo un patrén similar durante el periodo de
almacenamiento en todos los tratamientos, pero con diferencias en la magnitud
de los cambios. Se observaron diferencias significativas en los tratamientos con
quitosano de mediano paso molecular, ya que fueron capaces de evitar en
mayor proporeion la pérdida de firmeza comparada con los frutos control (sin
tratar). Para e tercer dia de almacenamiento, los tratamientos M2 y B2
martuvieron la firmeza inictal mientras que el control perdié drasticamente la
firmeza mostrando valores de 4 N. Se puede observar un ligero incremento para
el dia 12, pero este se alribuye a que se forma una capa rigida en la
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superficie del cubo, y consecuentementa se presentd mas fuerza a la
penetracion, Las cubiertas de guitosano de alto y bajo peso molecular tuvieron
mayor efecto en la reduceion de perdida de firmeza que el control pero menor
efecto que igs de mediano peso molecutar, '

Estos resultados concuerdan con o obtenidos por El-Ghaouth y col,
(1992). Estos autores encontraron que tomates cubiedos con quitosano fueron
mas firmes que los frulos control, despues de estar almacenados 28 dias a
20°C. Sin embargo, no observaron diferencias significativas con raspecto a las
soncentracionas usadas {1 y 2%). En otro estudio hecho por estos mismos
autores (1991) compararon las cubiertas de quilosano con un fungicida
comercial en la calidad de fresas, y encontraron que las fresas tratadas con
quitosano fueron mas firmes que las tratadas con fungicida y que las fresas
control  {sin tratamiento), Estos autores sugieren que estos resultados
obtenidos, se deben a la reduccion de los procesos metabolicos y en
consecuancia se da un retraso en ta maduracion del o,

Otro método comunmente utilizado para prevenir la pérdida de firmeza
en una gran variedad de frutas y hortalizas enleras y cortadas, es el empleo de
calcio v sus sales. El modo de accion de Jas sales de calcio, es que 1os iones
calcio interactian con las cadenas de pectina para formar puentes entre dichas
cadanas poliméricas, lo que produce un aumento en la fuerza mecanica, y da
tugar a un retraso en la aparicion del ablandamiento {Cano y col., 2004). Se ha
encontrado que la inmersion de zanahorias cortadas en soluciones de CaClz
(0.5 y 1%) incremento &l contenido de calcio en el tejido, el cual se correlaciono
con una menor pérdida de firmeza (lzumi y Watada, 1994). En otro estudio,
Soliva-Fortuny (2002), encontré que la inmersion de frozos de pera en
soluciones de cloruro calcico de 0.1 a 1% daba como resultado una disminucidn
en ta pérdida de la firmeza de esos frulos. En otras especias vegetales como
meldn cortado, se recomienda utilizar una concentracion de 2.5%, para prevenir
la pérdida de firmeza (Luna-Guzman y col., 1898). En rodajas de kiwi no se
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observaron diferencias significativas en la firmeza del fruto, cuando se utilizaron
concentracionss entre 1 6 2% de sales de calcio,

Estudios mas recientes han investigado la influencia de las condiciones
de envasado eén la retencion de la firmeza de frulos cortados, Soliva-Fortuny y
col. (2002) reportaron que la composicion de la aimosfera en el envasado de
manzana "Golden Delicious” y de pera “Conferencia’ precortadas, tiene una
influencia muy importante en la retencion de la firmeza de los productos. Los
estudios microestructurales llevados a cabo, evidenoian la formacion de una
gran cantidad de exudado en la superficis de las células después de un
almacenamiento prolongado, hecho que estd relacionado con la pérdida de
firmeza de los tejidos. La severidad de este ablandamiento podria ser
disminuida mediantie [a realizacion de un envasado en condiciones con bajas
concentraciones de oxigeno,

Pérdida de peso

Los frutos pierden peso debido a los procesos de transpiracion y a los
cambios en la humedad relativa det medio ambiente. En frulos cortados esta
pérdida de peso es mayor que en los fridos enteros, debido a gque se remueve
la piel, barrera natural que se encarga de controlar el intercambio gaseonso v la
pérdida de humedad.

L.a Figura 8 muestra el porcentaje de la pérdida de peso de cubos de
papaya durante el aimacenamisnto a 5°C, Se puede observar que la pérdida de
peso incrementd con el tiempo de almacenamiento. Todos los frutos tratados
con quitosano fueron significativamente diferentes al control, Sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas entre los diferentas tralamientos
evaluados. Esto se puede atribuir a gue se utilizaron bandejas de poliestirenc
en todos los tratamientos, incluyendo el cantrol, la cual evitd considerablemente
la pérdida de agua hacia el medio. Sin embargo, se puede apreciar claramenta
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en la grafica, que los frulos control perdieron mas peso que los frutos tratados

con guitosano.
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Figura 8, Pérdida de peso de papaya fresca cortada tratada con cubiernas de
quitosano, almacenadas durante 15 dias a 5°C. Barras verticales

representan el error estandar de la media (p<0.05) (n=3)
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Al pargcer, los tratamientos de quitosano wtilizados formaron una barrera
an la suparficie del frulo que evitd considerablemente junto con el envase, la
perdida de peso del fruto, También se puede observar que las cubiertas de 2%
de quitosano fueron mas efectivas en la perdida de paso que las de 1%, Esto se
debe a que al aumentar la concentraciaon, aumania la viscosidad de la solucion
y al aplicarla a los frutos se obtiene una menor permeabilidad de vapor de agua.
Praviamente, se observd que el uso de bandejas de poliestireno pueden
utilizarse satisfactoriamente para el envasado de frutos y vegetales cortados,
obteniéndose los resullados antes mencionados (Gonzalez-Aguitar y col,, 2000,
Buta y col., 1999, Wang y Buta 2004)

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por El-Ghaouth y col.
(1991), donde eilos evaluaron la pérdida de peso en chile bell y pepinos
cubterlos con quitosano, encontrando que los frutos cubiertos perdieron menos
peso que aguellos que no tenlan ningun tratamiento. También encontraron que
la concentracion de quitosano era proporcional en la reduccion de pérdida de
peso. Ellos concluyen que estos resultados se deben a la barrera que se forma
alrededor del fruto, la cual impide que se pierda vapor de agua.

Por otra parte, s& evalud la pérdida de peso durante el almacenamientn
de cubos de manzana en diferentes atmosferas controladas (4 a 12% CQO: + 2%
de O2) (Nunes y Bernardo, 2000). Se encontrd que los frutos almacenados en
una atmosfera de airg, perdieron mas peso comparado con los frulos
almacenados en atmosferas controladas.

Solidos solubles wotales (S8T), Acidez titulable (AT) y pH

l.a Figura 9 muestra los cambios de SST, AT y pH de los cubos de
papaya durante el aimacenamiento a 5°C, Se puede observar que og frutos
tenian un contenido inicial de SBT de 7 y este valor fue aumentando
ligeramente durante el almacenamiento como consecuencia de la maduracion y
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senescencia del producto. Sin embargo se puede observar que el ¢control tiene
los mas altos niveles de SST a parir del dia 12 donde alcanza valores de
10 y es significativamente diferenta a todos los tratamientos a excepcion del A1,
Con estos resultados se puede asumir que las cubiertas de quitpsano fueron
capaces de retardar la maduracién y senescencia de los cubos de papaya.

L& acidez titulable disminuye durante la maduracion de los frutos, ya que
los acidos organicos son ulilizados como fuente de energlia para la actividad
celllar, Se puede observar que la AT disminuyd drasticamente para el lercer
dia de almacenamiento y continug disminuyendo lentamente hasta el final del
experimento. §in embargo, los tratamientos no luvieron efecto sobre este
parametro ya que no se observaron diferencias significativas con respecto al
control a excepcion del tratamiento B1,

El-Ghaouth y col. (1991) encontraron que fresas cubiertas con quitosano
mantenian mayores valores de acidez titulable que fresas tratadas con un
fungicida comercial y el control. Por otra parte, Cantwell y Portela (1997)
observaron una disminucidn en el contenido de S8T de meldn cortado
gnvasado en una atmoésfera de aire a 5°C. Agar y col (1999), tambien
observaron una disminucién en el contenido de SST en rodajas de kiwi. Estos
autores correlacionaron la disminucion de S8T con el decremento del contenido
de azucares, Laminkara y col. (2000), encontraron una disminucion del 17% en
el contenido de SST y un incremento de la AT al segundo dia de
almacenamiento a 20°C de rodajas de meldn, Sin embargo, el cambio en la AT
lo atribuyeron a la contaminacion por bacterias acido laclicas.

El pH de los cubos oscild entre 55 y 6 durante el peribdo de
almacenamiento en todos los tratamientos y no se encontraron diferencias
significativas con respecto al control, Las cubiertas de quitosano no afectaron el
pH de los cubos de papaya, porque las soluciones fueron ajustadas a un pH de
56, debido a que se ha reportado que a este pH, los grupos aming del
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quitosano (pK= 6.2) estan cargados positivamente y muesiran su mayor
actividad bioldgica (El-Ghaouth y col |, 1992),

Evaluaciones bioguimicas

Etanol y Acetaldehido

&l etanol y acetaldehido son los principales productos de fermentacion de
frutos ¥ su acumulacion se asocia con olores y sabores desagradables (Ke y
col., 1991). Los procesos de pelado y cortado favorecen la difusion y perdida de
estos compuestos. Sin embargo, el uso de cubiertas comastibles con muy baja
permeabilidad a gases o atmoésferas modificadas con niveles muy bajos de Oy,
pueden dar como resultado procesos de anaerobiosis gue conllevan a la
formacidon de etanol y acetaldehido (Baldwin y cot,, 1995).

En la Figura 10 se pusde observar un aumento en la produccion de
etanol durante el aimacenamiento, Estos niveles son muy bajos como para
delectar sabores y olores de fermentacion. Sin embargo, las cubiertas de
quitosano no tuvieron efecto en la produccion de etanol, ya que no se
encontraron diferencias significativas con respecto al controt en la mayoria de
Ins tratamientos a excepcion de los tratamientos M2 v B1. Por lo gque el
aumento de elanol se puede deber a la atmosfera que se creo dentro del
envase como consecuencia de la respiracitn del frulo, mas que por la
atmasfera creada por efecto de las peliculas aplicadas.

La produccion  de acetaldehido también aumentd durante el
aimacenamiento, En la figura se puede observar que para el dia 15 los frutos
cubiertos con quitosano de alto peso molecular, mostraron un mayor contenido
de acetaldehido con respecto a los demas tratamientos y al control. Esto se
puede deber a que conforme aumentia el peso molecular del quitosano se
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disminuye |la permeabiiidad de los gases y como consecuencia se lievaron a
cabo procesos de fermentacion.

Se ha reportado que el uso de cubiertas comestibles aumenta la
concentracion de volatiles, debido a que se forma una barrera semipermeable
que los mantiene "atrapados” dentro det fruto (Nisperos-Carriedo vy col., 1990).
Sin embargo, eslo depende dsl malerial v la concentracion de |os productos
usados para la formulaciin de dichas cubiertas. Baldwin y col. (1999) evaluaron
el efecto de dos cubiertas comestibles, una elaborada & base de polisacaridos y
ia otra a base de cera carnauba, sobre &l contenido de volatiles en mango. Ellos
ancontraron que ambas cubiertas retardaron los procesos de deterioro del fruto.
Sin embargo, la cubierta de polisacaridos contenia mas etanol y acetaldehido
que la de carnauba vy el control. Esto 1o atribuyeron a la baja permeabilidad de la
cublerta ya que también se encontraron niveles mas allos de olros volatiles que
no estan involucrados en el proceso de anaerobiosis.

Gonzélez-Aguilar y col. (2004), encontraron que las concentraciones de
etanol y acetaldehido aumentaron durante el almacenamiento de rodajas de
pifa frasca a 10°C tratadas con antioxidantes y envasadas en atmosferas
modificadas, Ellos reportan que este aumento es debido a los ratamientos y a
los procesos de senescencia del frulo, ya que los niveles de Oz y COy
encontrados en la atmosfera del empaque no fueron suficientes para provocar
pProceses de anaerobiosis.

En otro estudio se evalud la produccion de etanol y acetaldehido en
cilindros de jicama almacenada en diferentes atmdsferas controtadas a b y 10°C
{(Aquino-Bolafios y col, 2000). Se enconlrd que los frutos almacenados en
aimodsferas controladas presentaban niveles mds altos de etanol y acelaldehido
gque log frutos almacenados en aire. Sin embargo, estos niveles no fueron
suficientes para desarrollar aromas y sabores desagradables,
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Actividad enzimatica

Se ha visto que el guitosano es capaz de inactivar o inhibir algunas
enzimas causantes del deterioro de frutas y vegetales, principalmente aguellas
involucradas en el oscurecimiento, como ta PPO y POD (Zhank y Quantick,
1997, Jiang y Li, 2001). Se evaluo la aclividad de PPO y POD en litchis
cubierias con quitosano, y se observo una disminucion en la actividad de estas
anzimas, comparado con los frutos sin tratar (Zhank y Quantick, 1997, Jiang y
Li, 2001). Li y Jiang (2001), evaluaron la actividad de PPO en frutos de jongan
cubiertios con quitosano y almacenados a 2°C. Eslos autores concluyen que
esta disminucion se debe a |a reduccion en la tasa de respiracion.

En otro estudio con uva de mesa se evalud el efecto del quitosano sobre
la actividad de fenil amonio liasa (PAL), se observd que la aclividad de esta
enzima fue dos veces mayor en lps frutos tratados. Esta enzima esta
involucrada en la sintesis de fenoles (Rommanazzi y col,, 2003)

Uno de los principeles problemas de los frutos cortados es el rapido
pscurecimiento que ocurre en la superficie, disminuyendo fa aceptabilidad y Ia
decision de compra del consumidor. Sin embargo, en papaya el oscuracimiento
arizimatico no representa un problema serio, ya qgue el color caracteristico del
fruto (rosado-naranja) dificilmente tiene cambios de color muy drasticos,
después del pelado y cortado. Sin embargo, la principal causa de deterioro de
papaya fresca cortada, es la répida pérdida de firmeza causada por las enzimas
gue degradan la pared celular.

En estudios previos se ha reportado que las principales enzimas
responsables det ablandamiento de frutos de papaya son: la poligalacturonasa
(PG), pecliimetilesterasa (PME) y fi-galactosidasa (Karakurt y Huber, 2003,
Lazan, 2004). Se ha reportado gue la enzima poligalacturonasa es responsable
del ablandamiento de la mayoria de los frutos, ya que es capaz de degradar las
cadenas de acido poligatacturdnico, componente importante de la pared celular,
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En este estudio, esta enzima mostrd una actividad inicial de 33 U/ml,
incrementandose paulatinamente durante el periodo de almacenamienio en
fodos los tratamianios evaluados, pero con diferencias en magnitud (Figura 11).
Los cubos control mostraron el mayor incremento en la actividad de a enzima
durante todo el perfodo de aimacenamierio. Este aumento fue similar al
observado en los cubos {ratados con B1, pero con diferencias estadisticas en
los tratamientos M1, M2 y A1 Después de 15 dias, la aclividad de PG de los
frutos sin tratamiento se incrementd hasta alcanzer valores de 130 U/ml de
actividad, mientras que los cubos de papaya tratados con guitosano fue entre
75-90 Ulml. para los mejores tratamigntos. Estos tratamientos maostraron un
30% de raduccidn en la actividad de la enzima PG. No se encontraron
diferencias significativas en la actividad de la enzima PG, entre los tratamientos
de quilosano de aito y mediano PM utitizado, Esta reduccion en la aclividad de
PG, coincide con la reduccién en la pérdida de firmeza presentada en los frutos
bajo estos mismos tratamientos, durante el almacenamiento a 5°C.

En un estudio realizado por Karakurt y Huber (2003) evaluaron las
actividad de la PME, PG, p-galactosidasa, lipoxigenasa y ACC sintasa, en frutos
enteros y cortados de papaya y la relacionaron con la pérdida de fimeza, Se
encontrd que la firmeza disminuyd en un 36% al segundo dia de
almacenamiento, y continud disminuyendo durante el aimacenamiento a 5°C.
En contraste, Jos frutos enteros almacenados a las mismas condiciones, solo
mostraron un pequefo decremento en la firmeza hasta el cuarto dia de
almacenamiento. En este esludio, la actividad de PG aumentd durante el
almacenamiento, sin embargo, los frutos cortados tuvieron mayor aclividad que
los frutos enteros. Esto lo atribuyen a un aumento en la producsion de stileno
debido al corte, ya que se ha demostrado que el elileno activa la sintesis de PG
en tomale (Sitrit y Berinett, 1998). Debido a esto, es posible que (& disminucion
de 1a actividad de PG de los cubos de papaya tratados con quitosano se deba a
un decremento en la tasa de respiracion.
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l.a PME es olra enzime que participa en la perdida de firmeza. En la
figura 11, se puede observar que la actividad de Ja esta enzima en los frutos
gontrol, aumentd después det tercer dia, y fue significativamente mayor que los
cubos de papaya tratados con quitosano, independieniemente del PM y la
concentracion aplicada, Los tratamientos presentaron un menor aumento en la
actividad an el mismo periodo, para posteriormente disminuir en los
tratamientos de M1 y M2, y terminar con un aumento ligero, Estos tratamientos
no siguieron un comportamiento definido, a diferencia de los tratamientos de
bajo y alto PM que después de incremsntar su actividad al tercer dia, se
mantuvieron sin cambios apreciables hasta el final del almacenamiento a 5°C,
En fos frutos control, la actividad aumentd 50 % en et dia 12, [0 gue sugiere
que las cubiertas de quitosano disminuyeron la actividad de esta enzima. De la
misma forma, se pudo observar que la reduccion de a actividad de esta enzima,
gstuvo en el orden del 20-35 % comparada con los frutos control, muy similar &
la observada para la enzima PG,

Karakurt y Huber (2003) compararon la actividad de PME de papaye
entera y cortada. Eslos aulores no encontraron diferencias, lo que sugiere que
asta enzima o se ve afectada por el corte. Sin embargo los valores reportados
fueron muy similares a los encontrados en el presente estudio, Sin embargo,
Paull y Jung (1983) observaron una disminucion en la actividad de PME en los
primeros cuatro dias de almacenamiento de papaya Sunrise a 22°C, para
después incrementarse hasta el dia 8.

Por otra parte, la actividad de $-galactosidasa se mantuvo casi constante
durante todo el almacenamiento, excepto el contral y el tratamierto AZ los
cuales mostraron un incremento del 23% de actividad en sl dia 6 y
posteriormente disminuyeron hasta alcanzar |05 mismos valores que los demas
tratamientos (Figura 8). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas
an los tratamientos M1, M2, B1 v A1, siendo los dos primeros (08 gue mostraron
valores menores de actividad enzimatica.
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O 'Connor-Shaw y col. (1994), evaluaron (a vida de anaquel de cubos de
papaya aimacenada a 4°C. Ellos encontraron que la vida de anaquel de esie
producto estaba limitada a 2 dias, ya que se observd una apariencia
desagradable debida al ablandamiento de los tejidos. Ellos concluyen que eslos
cambios indeseables en la textura fueron causados por las poligalacturonasas y
f-galactosidasa, las cuales solubilizaban las pectinas de la pared celular.

Estos dalos se asemejan a los obtenidos por Bashkara y col. (2002),
donde ellos evaluaron la actividad de PG, PME y pectato liasa (PE) en tomates
cubiertos con quitosano, y encontraron una disminucidn del 50% en su
actividad. Estos autores alribuyeron estos resultados a la disminucion de la
madurez que exhibian los frutos tratados,

Karakurl y Huber (2003), encontraron un aumento en la actividad de {a -
galactosidasa en papaya cortada, sin embargo, en frutos enteros la actividad
parmanecid constante. Estos datos no concuerdan con los oblenidos en el
presente estudio, ya que no se observd un aumento significativo durante el
periodo de almacenamianto.

Sa pueds pensar que el quitosano actia indirectamente en la
disminucion de la actividad de estas enzimas, ya gue el guitosano disminuye la
respiracion, y et desarrollo de microorganismos, 1o que provoca un retraso en
los procesos metabdlicos de senescencia del fruto,

Evaluaciones microbiologicas

La actividad antimicrobiana del quitosane fue documentada por Muzarell;
y col. (1990). En este esludio se encontrd que las membranas de los
microorganismos sufrian alteraciones. Estos resultados fueron confirmados una
década mas tarde por Helander v col. (2001) Estos autores observaron por
microscopia electronica que el quitosano se une a la parte exterior de la
membrana de los microorganismos, ocasionando la pérdida de su funcion de
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barrera. De esta manera concluyen que & quitosano se puede considerar como
wn aditive util en {a preservacion de alimentos,

Cuenta total

Se puede observar en el cuadro 5 que el quitosann fue capaz de reducir
al menos 1 ciclo logaritmico la cuenta total de microorganismos, aun con la
pelicuia de allo peso molecular (PM} al 1%, Sin embargo, aesta misma pelicula
al 2% redujo 2 ciclos logaritmicos para ol dla 14 con respecto al control,
También se puade observar que los tratamientos con quilosano de mediano PM
(1 y 2%) vy el de bajo PM al 2% fueron capaces de inhibir por completo el
crecimiento de bacterias para el dia 14 de almacenamiento. Esto concuerda con
la actividad antimicrobiana reportada por Wang (1992), Este autor ancontro que
peliculas de 1 ~ 1.5% de quitosano eran suficientes para inactivar in vifro a S,
aureus. En otro estudio, Sudharshan y col.{1992) estudiaron el efecto
antimicrobiano de varios quitosanos solubles en agua en diferentes cultivos de
bacterias, Eslos autores encontraron que estos quitosanos tenian efecto
bactericida fn vitro tanlo en bacterias gram {+) como gram {-) y redujeron de 1 a
5 ciclos logaritmicos en una hora.

Es importante mencionar que se evalud el crecimiento de coliformes
focales y totales, pero no se encontrd la presencia de ellos en nihgun
ratamiento durante todo el experimento. Sin embargo, esta documentado gue
el quitosano es capaz de inhibir complelamente el crecimiento de £ coli a
concentraciones de 0.0076% (Simpson y col. 1997).
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Tabla 5. Cuenta total de mesdfilos aerobios en papaya MMP tratadas con
cubiertas de quitosano, almacenadas durante 15 dias a 5°C.

Inicial 7 dias 14 dias
Tratamientos
(Log UFC/ml.) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)

Ty S 5% iE

Bajo PM 1% 2.8 2.3 2

Bajo PM 2% 28 1.2 0
Mediano PM 1% 2.8 2.4 0
Mediano PM 2% 2.8 0.8 0

Alto PM 1% 2.8 53 3.3

Alto PM 2% 2.8 4.3 1.2

Los valores mostrados representan la media de 3 repaticiones, LED trat= 0.32237
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Hongos y levaduras

Los cubos de papaya cubiertos con quitosano de bajo y mediano peso
molacular fueron los tratamientos que controlaron el crecimiento de hongos y
levaduras. La cuenta inicial fue de 1.3 Log UFC. Sin embargo, para el dia 14 de
almacenamiento el tratamiento B2 y M2 tuvieron 2 y 4 Log UFC menos que el
control, respectivamente, Sin embargo, en general en todos los tratamientos se
tuvo una cuenta aceptable durante el tiempo de almacenamiento (Tabla 6).
Esto concuerda con los resultados obtenidos por O'Connor-Shaw y col. {1994},
donde ellos encontraron que el producto se deterioraba a consecuencia de los
procesos metabdlicos y no al desarrollo de microorganismos.

Hirano y Nagao (1989) estudiaron el efecto del quitosano de alto y bajo
peso molecular, en el desarrolio in Vitro de varios fitopatogenos, Se encontrd
que el guitosano era efectivo en la inhibicion  de todos los microorganismos
estudiados (Rhizopus nigricans, Valsa mali, Rhizoctonia solani, Phomopsis
fukushi, Fusarium oxisporum f sp. Melonis, Fusarium oxisporum F. sp.
Lycopersict y Alternaria alternata)

En un esludio hecho por EI-Ghaouth y col. (1992), encontraron gue
cubiertas con concentraciones de 2% de guitosano controlaban mejor la
infeccion por Botritis cinerea en tomates, comparado con las cubiertas de 1% de
quitosano. Estos mismos autores (1991) observaron que fresas cubiertas con
soluciones de 1,5% de quitosano presentaban 60% menos deterioro por Botrilis
cingrea que el control a los 14 dias de almacenamiento, Por otra pane,
Romanazzi y col. (2002), reportan la reduccidn de este mismo hongo en uvas
cublertas con quitosano. Eslos autores alribuyen esos resullados a la
combinacion de sus propiedades antifiingicas y la capacided de estimular
mecanismos de defensa como la activacion de quitinasa y la sintesis de
fitoalexinas, Cuero y col. (1997) observaron gue N-carboximetiiquitosano redujo
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Tabla 6. Hongos y levaduras en papaya MMP ftratadas con cublertas de
quitosano, aimacenadas durante 15 dias a 5°C.

Inicial 7 dias 14 dias
Tratamienlos ]
{lLog UFC/mL) {Log UFC/mL.) (Log UFCG/mL})

s T P

Bajo PM 1% 1.3 23 4.3

Bajo PM 2% 1.3 1.2 2.8
Mediano PM 1% 1.3 2.3 4.3
Mediano PM 2% 1.3 0.8 1.6

Alto PM 1% 1.3 4.1 2.8

Alto PM 2% 1.3 3.3 38

Los valores mostrados represenian la media de 3 repeticiones. LBD trat= 0.2244
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Rasultados y Discusion

la produceion in vitro de aflatoxinas producidas por A, flavus y A, parasiticus por
mas del 90% ademas se redujo el crecimiento fungico a menos de la mitad.

Dentro de los mecanismos de defensa inducidos por &l quitosano se
encuentra la activacion de la quitinasa, enzima que degrada la pared de los
hongos, (Hirano y Nagao, 1989) la acumulacion de fitoalexinas (Madwiguer vy
Beckman, 1980) y 12 activacion de 1a fenil amonioliasa, enzima involucrada en la
sintesis de fenoles (Romanazzi, 2002).

Por otro lado, Rattanapanone y col. (2001} evaluaron el crecimiento de
hongos v levaduras en cubos de mango envasados en atmosferas controladas
a5y 10°C. Estos autores encontraron que la cuenta total de microorganismos,
aumento durante el almacenamiento y que la temparatura fue el factor que mas
afecto el desarrollo de los mismos.



7. CONCLUSIONES

Los datos presenlados en este frabajo indican que las cublertas de
guitosano en papaya fresca corlada afecta significativamente el indice de
deteriora, e color, la firmeza, la actividad enziméatica y el crecimiento de
microorganismos. $in embargo, el mejor tratamiento que mantuvo la calidad de
papaya fresca cortada fue @l quitosano de mediano peso molecular, el cual fue
capaz de mantener un color més atractivo en el fruto, mantuvo la firmeza y
redujo la carga microbiana. El mantenimiento de la fimeza de los frutos en los
que se usd este Iratamiento podria ser atribuido a la disminucion de la aclividad
de las enzimas peclinoliticas y 1a reduccién de microorganismos.

Se concluye que el uso de cubiertas de quitosano podria ser una
allernativa viable para mantener la calidad y aumentar |a vida de anaquel de
papaya, aumentando las posibilidades de comercializacion de este fruto,
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