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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue la caracterizacion de las propiedades fisicas y
antimicrobianas de recubrimientos comestibles de quitosano y goma de muyuyo. Se
manejé un Disefilo Completamente al Azar con arreglo bifactorial AxB con tres
réplicas por cada tratamiento, la unidad experimental consistié en 20 mL de solucion
formadora de recubrimiento. Para esto, se manipularon los factores. A:
Concentracion de quitosano (0,5; 1,0 y 1,5%) y B: Concentracién de muyuyo (40 y
60%). Las variables determinadas en las peliculas fueron espesor, opacidad,
resistencia a la tensién, permeabilidad al vapor de agua, solubilidad de la pelicula,
actividad antimicrobiana y cohesividad. EI ANOVA revel6 alta significancia para los
tratamientos y utilizando el test de Tukey (HSD) con un p<0.05, indic6 que
estadisticamente el tratamiento T6 (quitosano 1,5% + muyuyo 60% de
concentracion v/v), presentd buena resistencia a la tensién con un valor de 17,31
MPa; la permeabilidad al vapor de agua evidenci6 valores de 1,15 x 10° g.m*s?
Pal; el valor mostrado para solubilidad fue de 44,08%. El espesor de la pelicula
0,29 mm. En la opacidad mostré un valor de 6,11 mm?, la cohesividad indicd un
valor de 0,10 (adimensional). El analisis microbioldgico expuso un diametro de
inhibicion de 29,8 mm contra Rhizopus sp, 22,9 mm contra Aspergillus sp., y 17,9
mm para Penicillium sp. Los resultados de este estudio indicaron que, las
concentraciones de quitosano y muyuyo ayudaron a mejorar las propiedades

mecanicas y el efecto antimicrobiano del recubrimiento.

PALABRAS CLAVE

Pelicula biodegradable, mucilago, goma, polimero, conservacion.
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ABSTRACT

The objective of the present study was the characterization of the physical and
antimicrobial properties of edible coatings of chitosan and rubber band. The
experimental unit consisted of 20 ml of coating forming solution. For this, the factors
will be manipulated. A: Chitosan concentration (0.5, 1.0 and 1.5%) and B: Crude
concentration (40 and 60%). The variables were defined in the film, the resistance,
the tensile strength, the water vapor permeability, the film solubility, the antimicrobial
activity and the cohesiveness. The ANOVA revealed high significance for the
treatments and the use of the Tukey test (HSD) with p <0.05, which statistically
indicates the T6 treatment (chitosan 1.5% + very low 60% concentration v / v),
although good tensile strength with a value of 17.31 MPa; The water vapor
permeability showed values of 1.15 x 10%° g.m? st Pal; The value shown for
solubility was 44.08%. Thickness of a film 0,29 mm. In the opacity showed a value
of 6.11 mm, the cohesivity indicated a value of 0.10 (dimensionless). The
microbiological analysis shows an inhibition diameter of 29.8 mm against Rhizopus
sp, 22.9 mm against Aspergillus sp., And 17.9 mm for Penicillium sp. The results of
this study indicated that the results of chitosan and muyuyo helped to improve the

mechanical properties and the antimicrobial effect of the coating.

KEY WORDS

Biodegradable film, mucilage, rubber, polymer, preservation






CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Hay un creciente interés en la produccion de alimentos que presenten alta calidad
y mayor vida util, que estos sean envasados o0 preservados con materiales
compatibles inocuos y que no causen efectos adversos en los consumidores y en el
ambiente. El estudio y desarrollo de recubrimientos comestibles biodegradables, se
ha situado en una alternativa de exploracion con grandes alcances, debido a que,
con una sola formulacion aplicada, se puede lograr diferentes propiedades
funcionales para conservar alimentos (recubrimientos activos), ademas para

conceder un valor agregado nutricional con los biopolimeros agregados.

En la actualidad, la mayoria de los materiales de embalaje que son utilizados en la
industria de alimentos son producidos a base de polimeros petroquimicos. Sin
embargo, estos materiales utilizados no son biodegradables, esto origina un efecto
negativo en el ambiente. Al mismo tiempo, los compuestos, como el bisfenol A
(BPA), continuamente esta presente en la produccion de estos empaques, estos

compuestos pueden migrar hacia el alimento como lo menciona Homez et al. (2018).

Estos en comparacion a otros empaques presentan grandes ventajas, como bajo
costo, propiedades funcionales y disponibilidad, pero las desventajas radican en
gue estos materiales no son de caracteristicas biodegradables y producen un serio
problema ambiental, debido a la gran acumulacion de desechos sélidos (Alves, Mali,
Beléia y Grossmann, 2007). En consecuencia, se presta mayor atencion al
desarrollo de productos de envasado alternativos basados en polimeros,
coproductos y residuos agricolas (Elsabee y Abdou, 2013). Uno de los principales
retos que se debe de considerar en los trabajos de investigacion es lograr
desarrollar formulaciones en base a la naturaleza propia del alimento que se quiere
conservar, que puedan tener estabilidad antimicrobiana, fisicoquimica y bioquimica,

gue no presenten efectos desfavorables en la calidad sensorial del alimento, que



sean inocuos para el consumo de las personas y que puedan proteger al alimento
confiriéndole resistencia mecéanica suficiente para contrarrestar el dafio mecéanico al
cual sea sometido y que los costos puedan ser bajos para poder sustituir a los
materiales sintéticos actuales, ayudando de esta manera a eliminar la adicion de
conservantes alimentarios de origen quimicos y/o sintéticos. En relacion con lo
anterior Ramos et al. (2010) se refieren a esta tecnologia como los envases del

futuro.

El desarrollo de nuevos procesos industriales y la innovacién en la industria de los
alimentos requiere el desarrollo de envases con caracteristicas mejoradas. Esta
demanda se podria satisfacer mediante el estudio de nuevas fuentes botanicas que
no han sido explotadas en el Ecuador y que su uso no es conocido aun en la

industria alimentaria.

Los biopolimeros son los materiales que habitualmente se usan como base para la
elaboracion de recubrimientos comestibles, debido a su bajo costo y a sus
caracteristicas de biodegradabilidad. Una de las desventajas de los biomateriales
existentes, es que tienen limitaciones en cuanto a su disponibilidad y a sus
propiedades funcionales, por lo tanto, se estdn explorando permanentemente

nuevos recursos biolégicos que mejoren todas estas limitaciones mencionadas.

Por lo antes expuesto la pregunta de investigacion es la siguiente: ¢ Sera posible
gue la concentraciébn de Cordia lutea Lam y quitosano tendra efecto en las

caracteristicas fisicas y antimicrobiana del recubrimiento comestible?
1.2. JUSTIFICACION

En la industria de los alimentos se utiliza una extensa variedad de empaques y
embalajes. Tanto los empaques, asi como las peliculas plasticas se presentan como
una estructura autbnoma que encierra a un alimento con la finalidad de contrarrestar
y prevenir la degradacion, proteger el producto contra ataques microbiolégicos,
proteccion contra dafio mecanico, alargar la vida util en percha y ademas de facilitar

la distribucion y comercializacion de los productos (Sothornvit y Pitak, 2007,



Zamudio, Romero, Hernandez, Bello y Vargas, 2007; Espitia, Du, Avena, Soares y
McHugh, 2014).

La conservacion de los alimentos es un aspecto de gran relevancia en la industria
de alimentos, razén por la cual ha direccionado a la industria en el desarrollo de
diversos métodos de conservacibn como por ejemplo el empleo de peliculas
protectoras, las cuales han presentado un proceso de evolucién hasta llegar a ser
elaboradas a partir de materiales biopoliméricos de los cuales los mas utilizados
para este fin son los polisacaridos, proteinas y lipidos, concibiendo un concepto
denominado recubrimientos comestibles (Baldwin, 2003).

Debido a esto, en las ultimas décadas se ha venido trabajando en el campo de
peliculas y recubrimientos comestibles biodegradables. Los principales
biopolimeros utilizados para producir peliculas biodegradables son lipidos,
proteinas y carbohidratos (Han y Gennadios, 2005; Sothornvit et al. 2007; Chen y
Lai, 2008). Sin embargo, existe una actividad quimica y fisica permanente en la
interfase entre el empaque y el alimento, por esta razén se requiere que los
recubrimientos presenten ciertas propiedades que garanticen la conservacion, la

inocuidad y la seguridad de ser consumido del alimento empacado.

Entre las propiedades més significativas se encuentran las propiedades fisicas,
térmicas, mecanicas, de permeabilidad y microbioldgicas. Todas estas propiedades
dependen esencialmente de los materiales que se utilicen en la elaboracion, de su

método de elaboracién y de su aplicacion (Guilbert et al.,1996).

El uso de recubrimientos comestibles es catalogado como una tecnologia amigable
y respetuosa con el medio ambiente por varios aspectos fundamentales, reduce el
uso de envasado con recubrimientos plasticos, biopolimeros biodegradables y
naturales, es decir, que pueden ser conseguidos de fuentes naturales o extraidos a
partir de los subproductos de las industrias agroalimentarias. Ademas, los
recubrimientos comestibles pueden ser envases activos cuando se agrega en su

matriz polimérica aditivos naturales con propiedades antioxidantes vy



antimicrobianas, citado por De Ancos, Gonzélez, Colina y Sanchez (2015), sin
embargo, el quitosano es un elemento que se ha venido estudiando para ser

aplicado como matriz en recubrimientos comestibles.

El quitosano es un polisacarido lineal que consiste en (2, 4) -enlace-2-amino desoxi-
B-d-glucano; se obtiene a través de la desacetilacion de la quitina, que, después de
la celulosa, es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza como lo
menciona Aider (2010). Este compuesto podria usarse para el desarrollo de
recubrimientos y peliculas comestibles a nivel industrial debido a sus caracteristicas
biodegradables, biofuncionales, biocompatibles, no téxicas, formadoras de pelicula
y antimicrobianas (Sun, Wu, Hao, Dai y Li, 2016), presenta caracteristicas
biofuncionales, por lo que podria ser una alternativa viable para sustituir los métodos
de control de microorganismos tradicionales (Gonzélez, Monroy, Goycoolea, Diaz,
y Ayala, 2005).

En la actualidad la explotacion de fuentes biolégicas utilizadas en la produccién
alimentaria o conservacion de alimentos esta en constante desarrollo, esto conlleva
a buscar nuevas fuentes botanicas no estudiadas para su posible utilizacion en la

industria de los alimentos.

Cordia lutea Lam es un arbusto caducifolio de la familia Boraginaceae que produce
una baya transllcida, eliptica, con una pulpa blanquecina y pegajosa (Gonzélez,
Garcia, y Correa, 2005; Granda, y Guaman, 2006). Se ha reconocido que la goma
de Cordia, un polisacarido aniénico, produce peliculas transparentes y flexibles con
una excelente barrera al oxigeno (Hag, Hasnain y Azam, 2014b) y propiedades

emulsionantes (Benhura y Chidewe, 2004).

El extracto de C. lutea tiene buenas propiedades de adhesion, por lo tanto, es un
candidato ideal para peliculas y recubrimientos. Existen estudios previos sobre la
elaboracion de peliculas comestibles utilizando goma de Cordia myxa (Haq et al.,
2014b), aplicaciones de goma de otras especies de Cordia como material de

recubrimiento (Hag, Alam y Hasnain, 2013a; Haqg y Hasnain, 2013b, Haq y Hasnain,



2014a; Hag, Hasnain, Jafri, Akbar, y Khan, 2016). Sin embargo, no hay estudios de

la elaboracion de peliculas con C. lutea.

Existen muy pocas investigaciones en materiales bioldgicos de la familia Cordia. No
hay estudios microbioldgicos, in vitro o in vivo, realizados con respecto a C. lutea
(Adeosun, Olaseinde, Opeifa y Atolani, 2013) mostraron que el aceite esencial de la
corteza del tallo de Cordia sebestena tenia un potencial antioxidante prometedor
gue sugeria que C. sebestena podria explotarse en las industrias de medicamentos

y alimentos.

El uso de antimicrobianos es una practica comun en la industria de los alimentos,
por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente (que
en algunos casos han causado dafo en la salud de los consumidores, si se utilizan
a grandes dosis o como en el caso de los sulfitos), redundando en un rechazo por
parte de los consumidores de productos procesados, por lo cual ha surgido la
necesidad de buscar otras opciones. En esta busqueda se han encontrado nuevos
agentes antimicrobianos de origen natural, como sustitutos de los tradicionalmente
utilizados como lo menciona Nychas (1995). Algunos antimicrobianos naturales se
obtienen principalmente de hierbas, plantas, especias y productos de origen

biolégico.

Este trabajo se encamina hacia el llamado de consolidar el cambio hacia una
estructura productiva sofisticada y diversa, con actividades de mayor valor agregado
e intensidad tecnolégica que, simultaneamente, respondan a los acuerdos sobre la
sostenibilidad ambiental como la Conferencia de las Naciones Unidas sobre Cambio
Climéatico (COP21), para, de esta forma, encaminarnos a una produccién mas limpia
y eficiente (Dietsche, 2017).

Por lo antes mencionado, se presentan grandes desafios en el desarrollo de
investigaciones enfocadas en tratar de optimizar la composicion de los
recubrimientos comestibles y de los materiales de recubrimiento que se utilizan en

las formulaciones, esto conlleva a la busqueda de nuevas fuentes vegetales y



biolégicas que podrian ser utilizadas en la elaboracion de nuevos empagues con
caracteristicas fisico-quimicas mejoradas, por esta razon el uso de la goma de C.
lutea es una buena alternativa para ser utilizada en la fabricacion de recubrimientos
comestibles en conjunto con el quitosano.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Elaborar un recubrimiento comestible inocuo, duradero y antimicrobiano mediante

la concentracion optima de goma de Cordia lutea Lam y quitosano.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Establecer la mejor concentracion de goma de C. lutea y quitosano resultante

de los analisis fisicos de los tratamientos en estudio.

» Determinar el mejor tratamiento como control antimicrobiano in vitro en base

a los resultados microbiologicos.
1.4. HIPOTESIS

La concentracion de Cordia lutea Lam y quitosano influye en las caracteristicas

fisicas y antimicrobianas in vitro del recubrimiento comestible.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PERSPECTIVA SOBRE LA APLICACION DE RECUBRIMIENTOS
COMESTIBLES

Con el aumento de los sistemas de transporte, de distribucion, necesidades de
almacenamiento y llegada a los supermercados cada vez mas grandes y tiendas de
almacén, los alimentos ya no se consumen solo en el huerto, en el campo, en la
granja, o cerca de las instalaciones de procesamiento. Durante los pasos que
consumen el tiempo involucrado en el manejo, transporte y almacenamiento, los
productos comienzan a deshidratarse, deterioran, pierden la apariencia, el sabor y
el valor nutritivo (Hernandez et al., 2017). Si no se proporciona proteccién especial,
el dafio puede ocurrir en cuestion de horas o dias, incluso si este dafio no es

inmediatamente visible (Pavlath y Orts, 2009).

Por otra parte, el sector de alimentos y bebidas genera desechos de plastico no
ecoldgicos y esto ha dado lugar a un enorme impacto en el medioambiente. Con
una priorizacion insuficiente de la reduccion de la fuente de envasado, la
reciclabilidad, la compostabilidad, el contenido reciclado y las politicas de reciclado,
es probable que los residuos aumenten en los préximos afios. Se estima que menos
del 14 % de los materiales de envasado de plastico son reciclables (en Estados
Unidos), y como el plastico domina la mayor proporcién de la industria de envasado
de alimentos, la necesidad de disefiar material de base bioldgica es una prioridad

(MacKerron y Hoover, 2015; Tumwesigye, Oliveira y Sousa, 2016).

La fabricacion y aplicacion potencial de polimeros biodegradables para aplicaciones
de envasado de alimentos ha aumentado el interés como alternativas a los
polimeros de envasado de alimentos convencionales debido a su sostenibilidad. Los
polimeros de fuentes renovables actualmente atraen la atencion para la fabricacion
de materiales amigables con el medioambiente y la utilizacion de peliculas
biodegradables se supone una practica amigable con el ambiente como lo indican
Arancibia, alemén, Lépez, Gbmez y Montero (2014). En tal sentido, diversas fuentes



se pueden utilizar en la produccion de biopolimeros como peliculas biodegradables
gue incluyen proteinas, lipidos y polisacaridos. Entre los diversos polisacaridos, el
almidon es un material econdmicamente viable y su abundancia en la naturaleza es
de importancia significativa (Molavi et al., 2015; Shah, Nagash, Gani y Masoodi,
2016); por lo que es ampliamente utilizado en el desarrollo de peliculas y

recubrimientos (Garrison, Murawski y Quirino, 2016).

Tradicionalmente, los envases para alimentos han sido concebidos como sistemas
cuyo principal objetivo ha sido contener y proteger al alimento de los dafos fisicos
inherentes al proceso de transporte y comercializaciéon de los mismos (envase
pasivo). Desde hace un tiempo esto ha cambiado y actualmente el envase se
concibe como un sistema alternativo de conservacion de alimentos, ya no solo como
contenedor, sino que ejerza un efecto positivo y beneficioso sobre el alimento
(envase activo). Este nuevo enfoque ha permitido la incorporacion de nuevos
materiales y sistemas capaces de ejercer una interaccion positiva entre el envase y

el alimento (Galotto y Guarda, 2014).

Los envases activos pueden clasificarse dependiendo de la caracteristica que el
aditivo posea, entre los cuales, los que presentan actividad antimicrobiana o
antioxidante son los que presentan mayores expectativas. Los primeros inhiben la
accion de los microorganismos causantes de la contaminacion de los productos,
mientras que los segundos retardan y previenen la aparicion de radicales libres en
el alimento, actuando en las reacciones de oxidacion de las moléculas presentes
(Bruna et al., 2014).

2.1.1. RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Un recubrimiento comestible (RC) es un material de envoltura (empaque) delgado
empleado en la industria de alimentos y que puede ser consumido como parte del
mismo, debido a que proviene de polimeros biodegradables, no téxicos y que
ayudan a incrementar la calidad de los alimentos durante su conservacion con el

propésito de extender su vida util y proporcionarle una efectiva barrera contra los



riesgos que generan las condiciones ambientales existentes (McHugh y Senesi,
2000; Del Nobile Conte, Scrocco, y Brescia, 2009; Sanchez, Vargas, Gonzalez,
Chiralt, y Chéafer, 2011, Raghav, Agarwal, y Saini, 2016).

Los (RC) pueden estar constituidos por materiales poliméricos, como proteinas o
polisacéaridos en solucién hidrocoloide (Uquiche, Villaroel y Cisneros, 2002), que
actian como sistema mejorador de las propiedades mecanicas y de barrera. La
inclusion de lipidos, acidos grasos de cadena larga, resinas, aceites, ceras como
carnauba (CC), candelilla y cera de abejas (Krochta, Baldwin, y Nisperos, 2010) en
emulsion, por su caracter lipofilico les permite actuar como barrera al vapor de agua,
disminuyendo su permeabilidad a niveles intermedios y actuando como sistema
regulador de la transpiracion en vegetales (Morillon, Debeaufort, Blond, Capelle y
Voilley, 2002; Rojas, Del Rio, y Pérez, 2009).

La aplicacion de los RC actua como sistema protector creando una atmosfera
modificada que retrasa la senescencia en frutas climatéricas y no climatéricas,
ayuda a conservar la apariencia, disminuye la transpiracion, la pérdida de aromas y

mejora la textura como lo mencionan Olivas y Barbosa (2005).

Los RC son una alternativa para preservar la calidad y la frescura de los productos
minimamente procesados y prolongar su vida util (Chiumarelli y Hubinger, 2012). La
aplicacion de recubrimientos crea una barrera semipermeable a gases y al vapor de
agua, (Chiumarelli, Ferrari, Sarantépoulos y Hubinger, 2011), lo que reduce la
velocidad de respiracion y la deshidratacion de los productos recubiertos. Ademas,
estos recubrimientos permiten la incorporacién de aditivos alimentarios (agentes
antimicrobianos, antioxidantes, sales minerales, etc.) que permiten retardar el
pardeamiento enzimatico, la aparicion de desordenes fisiologicos como el
escaldado superficial, el crecimiento microbiano y la pérdida de textura (Gomez,
2011).

Los Recubrimientos comestibles y peliculas a base polimeros, generan una buena

formacion de pelicula, tienen baja permeabilidad al oxigeno, alta permeabilidad al
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vapor de agua, son insipidos, inodoros y transparentes, no cambian el sabor, aroma
0 apariencia del producto, lo que implica la disminucién de la tasa de respiracion de

los productos recién cortados.

2.1.2 EMPAQUES UTILIZADOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

En la industria alimentaria se utiliza una amplia variedad de empaques. Los
empaques como las peliculas plasticas son una estructura independiente que
envuelve a un alimento con la finalidad de prevenir el deterioro, alargar la vida de
anaquel y proteger al producto contra dafios mecanicos, ademas de facilitar la
distribucion y la comercializacion de los productos alimenticios (Espitia et al., 2014;
Sothornvit et al., 2007; Zamudio et al., 2007).

Los materiales mas utilizados para elaborar peliculas de empaque son polimeros a
base de petroquimicos por sus grandes ventajas, como disponibilidad, bajo costo y
propiedades funcionales adecuadas para la preservacion del alimento. Sin
embargo, Alves et al. (2007) indican que estos materiales no son biodegradables y
ocasionan un serio problema ambiental por la acumulacion de desechos sdlidos.
Debido a esto en las dltimas décadas, se han realizado estudios en el campo de
peliculas y recubrimientos biodegradables y comestibles. Los biopolimeros usados
para producir peliculas biodegradables son proteinas, lipidos y carbohidratos
(gomas, almidon, derivados de la celulosa y pectinas) o la combinacion entre estos,
(Chen et al., 2008; Sothornvit et al., 2007; Han et al., 2005).

Sin embargo, debido a que existe una continua actividad quimica y fisica en la
interfase entre el empaque y el alimento, es necesario que las peliculas presenten
ciertas propiedades que garanticen la preservacion del alimento empacado. Guilbert
et al. (1996) mencionan que entre las propiedades mas importantes se encuentran
las propiedades fisicas, térmicas, de permeacién y las mecanicas. Estas
propiedades dependen ampliamente de los materiales utilizados, de su método
formacion y de su aplicacion y pueden variar con las condiciones de

almacenamiento debido a la inestabilidad intrinseca de sus materias primas,
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afectando su funcionalidad. La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es la
propiedad mas estudiada, principalmente por el papel que juega el agua en las

reacciones deteriorativas (Ayranci y Tunc, 2003).

Sin embargo, una pelicula biodegradable con buenas propiedades de permeacién
puede ser ineficiente si sus propiedades mecanicas no permiten mantener la
integridad de la pelicula durante el manejo, empaquetamiento o transporte, por lo

gue también deben determinarse sus propiedades mecanicas (Briassoulis, 2006).

En base a lo descrito anteriormente el uso o la aplicacion de recubrimientos
comestibles, es directamente proporcional a la caracterizacion del recubrimiento
antes de ser aplicado en algun tipo de alimento, debido a sus propiedades fisicas y
mecanicas, esto implica que la aplicacion dependera de dichas propiedades con el

fin de obtener buenos resultados en su aplicacion.

2.2. CARACTERIZACION DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES Y SU
USO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La caracterizacion de recubrimientos comestibles es un punto clave al momento de
elegir los materiales 6ptimos para formular las diversas soluciones formadoras de
recubrimiento, gracias a la caracterizacion fisica de las peliculas se pueden obtener
datos muy importantes que son determinante al momento de ser aplicados en algun

tipo de alimento.

2.2.1. CARACTERIZACION FiSICA DE RC

Las propiedades mecanicas dependen de la composicion y estructura de los
componentes de la férmula; por lo tanto, la eleccion de las sustancias empleadas
esta relacionado con la funcion para la cual se desea utilizar el recubrimiento, la
naturaleza del alimento y el método de aplicacion (Romero, Zamudio y Bello, 2011).
Cuando el recubrimiento comestible se aplica en la superficie del alimento se
desarrollan dos fuerzas diferentes; cohesion de las moléculas dentro del

recubrimiento y la adhesion entre el recubrimiento y el alimento. Moreno y Patifio
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(2010) mencionan que el grado de cohesion determina las propiedades mecanicas
o de barrera y la adhesion asegura una larga durabilidad del RC en la superficie del

alimento.
e PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

La PVA es una de las propiedades mas importantes de los recubrimientos
comestibles y su medicion puede predecir la pérdida o ganancia de agua en los
alimentos cubiertos. Los métodos de conservacion en los frutos deben prevenir o
reducir la humedad del ambiente, para evitar una disminucion en el peso al término
del almacenamiento y se pueda conservar su firmeza por un tiempo mayor. La PVA
se puede ver afectada por los componentes de la formula, la adherencia en el fruto,
el espesor y la flexibilidad entre otros (Gutiérrez et al., 2014).

El efecto espesor de las peliculas influye sobre los valores de PVA, ya que a medida
gue aumenta el espesor de la pelicula, disminuye la permeabilidad de vapor de agua
Pérez et al. (2012). Ademas, la concentracion de almidon modificado y la fuente
botanica de donde se extrae puede afectar esta caracteristica. Por ejemplo, Romero
et al. (2011) evaluaron la PVA de peliculas de almidon modificado de platano y
reportaron que la PVA de la pelicula fue de 18,34 X101%gmsPa. Sin embargo,
al adicionar aceite de canela al 1 y 1,5% a la formulacion los valores de PVA
mejoraron, al comparalo con los RC a los que no se le aplicé. 13,58 y 5,07x10°gm-

ls'lpal, respectivamente).

Las peliculas elaboradas con almidén modificado de maiz al 5% al combinarse con
carboxi metil celulosa al 15% disminuyeron significativamente la PVA (2,45 x10 g/
m) Babak et al. (2010). Del mismo modo, Basiak et al. (2017) elaboraron varias
peliculas con almidon modificado; en las peliculas elaboradas con almidén de papa
al 5%, la PVA fue de 1,24 x10gm*Pa, mostrando menor PVA comparado con
peliculas elaboradas con almidéon modificado de maiz y trigo (8,72 y 6,05 x10gm-

Pa’l, respectivamente), todas las peliculas se adicionaron con glicerol al 1,5%.
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e SOLUBILIDAD

La solubilidad es la medida o magnitud que indica la cantidad maxima de soluto que
puede disolverse en una cantidad determinada de solvente, a una temperatura
dada. Esta propiedad es de gran importancia para determinar la funcionalidad de la

pelicula comestible (Limones, Eduardo y Peralta, 2018).

La resistencia al agua de peliculas comestibles portadoras de antimicrobianos es
deseable para mantener la integridad de la pelicula si la misma debe utilizarse para
la conservacion de alimentos de humedad intermedia a alta. Del mismo modo
Famaa (2003), estudio la influencia del agregado de polvo de ajo en recubrimientos
biodegradables a base de almidén de mandioca, observando que el agregado de
ajo modifica las propiedades fisicoquimicas de las peliculas, conduciendo a
aumento en la permeabilidad al vapor de agua y solubilidad en agua, sin que se

obtenga diferencias significativas en el contenido de humedad.
e RESISTENCIA A LA FUERZA DE TRACCION

El ensayo de resistencia a la traccion se efectia empleando muestras rectangulares
de variadas dimensiones: 254 x 130, 150 x 10, 100 x 15, 100 x 15, 100 x 10, 80 x
10 mm, etc. La separacion inicial entre mordazas varia mayormente entre 50 y 100
mm vy la velocidad de desplazamiento entre 0,2 y 8,3 mm/s. Sin embargo, las
caracteristicas propias de las peliculas comestibles pueden requerir algunos
procedimientos especificos en la preparacion de las probetas. Distintos autores han
trabajado con muestras con forma de pesa, otros con muestras de geometria central
rectangular y extremos cuadrados, para lograr mayor area de contacto entre la
muestra y la mordaza y asi una mejor sujecion en las mismas. Sin embargo, este
procedimiento de obtencion de muestras puede generar imperfecciones que
determinen, entre otras fallas, un corte prematuro (Espezuay Ponce, 2014).

También se ha visto la proteccion de los extremos de las muestras rectangulares
con cuadrados de cartulina sujetos con cinta doble adhesiva, para que la cartulina

evite la rotura prematura y prevenga el deslizamiento de las muestras cuando se
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sujeten en las mordazas del equipo. A partir de las curvas de fuerza-deformacién
registradas en el ensayo de traccion se obtienen los parametros de fuerza maxima
expresada en Newton (Fmax) y deformaciéon maxima expresada en mm (Dmax).
Los valores de fuerza (N) se dividen por el &rea de la seccion transversal de la
muestra (mm?) para obtener los valores de esfuerzo (MPa).

Los datos de deformaciéon (mm) se transforman en valores deformacion expresada
como porcentaje respecto de la separacion inicial entre mordazas. Luego se
construyen las graficas de esfuerzo-deformacion y se obtienen los pardmetros
esfuerzo a la ruptura, expresado en MPa (Erup) y deformacion a la ruptura
expresada en porcentaje (Drup) como lo indica Chen et al. (2008). Por ultimo, a
partir de la pendiente inicial de dicha curva se obtiene el médulo elastico, expresado
en MPa.

De este ensayo, se pueden determinar:

Tensién maxima (omax) es la maxima tensién que puede soportar el film durante el

ensayo de traccion antes de romperse. Se expresa mediante la siguiente ecuacion:

Fmax
S

[2.1]

Omix—

Se expresa en MPa y se obtiene del cociente entre la maxima fuerza (Fméx) que es
capaz de soportar el film y su seccién transversal (S) a tiempo cero.

e OPACIDAD

La transparencia u opacidad se encuentra entre las propiedades Opticas mas
importantes a la hora de evaluar la apreciacion del color y aspecto de un producto,
sobre todo de aquellos que se utilizan como recubrimiento o envase. Dicha
propiedad se presenta en varios grados. Se dice que un material es transparente
cuando deja pasar facilmente la luz visible a través de él; translacido, cuando el
paso de luz hace que las formas no se observen nitidamente; y opaco, cuando no

deja pasar apreciablemente la luz. De acuerdo con la mecanica cudantica, un
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material serd opaco a cierta longitud de onda cuando en su esquema de niveles de
energia haya alguna diferencia que corresponda con esa longitud de onda como lo

menciona (Sanchez, Fabra y Talens, 2010).

Para aplicaciones técnicas, se estudia la transparencia u opacidad de la radiacion
infrarroja, a la luz ultravioleta, a los rayos X, a los rayos gamma y otros tipos de
radiacion. La opacidad se cuantifica como absorbancia o el porcentaje de intensidad
luminica que es absorbida por la muestra y se utiliza un colorimetro o

espectrofotometro para su determinacion.

La funcién de opacidad generalmente se ve afectada tanto por la frecuencia de la
luz que interacciona con el objeto como con la temperatura de dicho objeto, de este
modo, es importante recalcar que existen diferentes funciones de opacidad para

diferentes objetos en diferentes condiciones fisicas.

2.2.2 USOS DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

La industria alimentaria constantemente esta desarrollando nuevas metodologias
de conservacion, con el fin de lograr alargar la vida Gtil de los alimentos y conservar
sus caracteristicas organolépticas, para ofertar productos de calidad, inocuos y que
no causen dafo al consumidor. Con el fin de mitigar estos problemas en los
alimentos, se desarroll6 la aplicacion de recubrimientos comestibles como una
alternativa para contrarrestar estos factores influyentes en la industria alimentaria,
en la actualidad se producen recubrimientos comestibles a base de lipidos,
proteinas y polisacéridos, siendo estos los mas utilizados por su biodisponibilidad y

bajo costo de aplicacion.
2.3. RECUBRIMIENTOS A BASE DE POLISACARIDOS

Los recubrimientos hechos a base de polisacaridos han sido los mas utilizados para
recubrir frutos, y esto es debido a sus propiedades mecéanicas de adherencia y
flexibilidad en la superficie de los productos hortofruticolas. Meza (2006), formuld

un recubrimiento utilizando tres diferentes polisacéridos; almidén de maiz, goma
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guar y pectina de bajo metoxilo. Al incrementar la concentracion de almidén de maiz,
se mejoro la adherencia y la flexibilidad del recubrimiento en la superficie de frutos
como pera (Pyrus communis L), limén (Citrus limon L) y aguacate (Persea
americana M). Sin embargo, las concentraciones de almidén de maiz del 2% o
mayores ocasionaron frutos aparentemente deshidratados y opacos, ademas de ser

recubrimientos quebradizos y fibrosos.

La goma guar y la pectina de bajo metoxilo, mostraron buena viscosidad y
adherencia aun en concentraciones altas. Varios autores atribuyen otros efectos a
los recubrimientos a base de polisacaridos, por ejemplo, Vifia et al. (2007),
recubrieron coles de Bruselas (Brassica oleracea L) con una mezcla de almidon de
maiz, hidréxido de sodio y glicerol, conservando algunos atributos de calidad del
producto, tales como, firmeza y color. Ademas, la pérdida de peso fue menor en
comparacion con el control. En otra investigacion realizada por Ribeiro, Vicente,
Teixeira, y Miranda. (2007), realizaron una mezcla de almidén, acido citrico y sorbitol

para cubrir frutos de fresa y retardar su senescencia.

Los recubrimientos a base de polisacaridos mostraron mejores propiedades de
barrera a los gases que el control como loindican Oms, Soliva., y Martin. (2008), los
cuales formularon un recubrimiento a base de alginato, pectina y goma de gelana,
obteniendo un incremento en la resistencia de pérdida de agua y reduccion en la

produccion de etileno en peras cortadas.

En frutos de mango, Sothornvit y Rodsamran (2008), probaron una pelicula
elaborada con pulpa de mango del cual analizaron sus propiedades de barrera y
mecanicas. Los mangos cubiertos con el recubrimiento redujeron la pérdida de peso
en 5y 10% a temperaturas de almacenamiento de 30 y 5 °C respectivamente. Dicha
pelicula mostré altos valores de permeabilidad al vapor de agua y un valor
intermedio de permeabilidad al oxigeno, adicionalmente, los frutos cubiertos con
esta pelicula mostraron una mejor textura que los no cubiertos; respecto a sus

propiedades mecanicas ellos reportaron que la pelicula de este material tuvo una
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mayor elongacién e indice de elasticidad en comparacién con otras hechas de

almidon de frutas y plastificadas con glicerol (Ramos et al., 2010).

2.3.1. QUITOSANO

El quitosano es un polisacarido lineal que consiste en (2, 4) -enlace-2-amino desoxi-
B-d-glucano; se obtiene a través de la desacetilacion de la quitina, que, después de
la celulosa, es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza como lo
menciona Aider (2010). Este compuesto podria usarse para el desarrollo de
recubrimientos y peliculas comestibles a nivel industrial debido a sus caracteristicas
biodegradables, biofuncionales, biocompatibles, no téxicas, formadoras de pelicula
y antimicrobianas (Sun et al., 2016), presenta caracteristicas biofuncionales, por lo
gue podria ser una alternativa viable para sustituir los métodos de control de

microorganismos tradicionales (Gonzalez et al., 2005).

e OBTENCION

Younes y Rinaudo (2015) definen al quitosano como una familia de polimeros
obtenidos de diferentes grados de desacetilacion de quitina. Al igual que Lizardi,
Arguelles y Goycoolea (2016) mencionan que una caracteristica distintiva de la
estructura quimica del quitosano es la presencia predominante de grupos amino
gue pueden ser ionizados, convirtiéndose en medios acidos, promoviendo la

disolucién del quitosano y el comportamiento polielectrolitico en la solucion.

El grado de acetilacion, que refleja el equilibrio entre los dos tipos de residuos,
diferencia la quitina del quitosano. Durante la desacetilacion se eliminan los grupos
acetilo, pero se produce una reaccion de despolimerizacion indicada mediante

cambios en el peso molecular del quitosano (Younes et al., 2015).

El quitosano se puede encontrar en conchas de crustaceos marinos y es un
componente importante de la pared celular de ciertos hongos, particularmente
aguellos pertenecientes a la clase Zygomycetes. La quitina puede convertirse en

guitosano mediante reacciones enzimaticas 0 procesos quimicos. Los métodos



18

guimicos se utilizan ampliamente con fines comerciales debido a su bajo costo e

idoneidad para la produccién en masa (Bautista, Ventura, Correa y Corona, 2017).

2.3.2. USO DE QUITOSANO COMO RECUBRIMIENTO COMESTIBLE

El quitosano (CH) es uno de los polisacaridos mas utilizados, el mismo se obtiene
del exoesqueleto de crustaceos, alas de algunos insectos, paredes celulares de
hongos, algas y otros, mediante la desacetilacion parcial de la quitina, ofrece un
amplio potencial que puede ser aplicado a la industria alimentaria debido a sus
propiedades fisicoquimicas particulares, tales como biodegradabilidad vy
biocompatibilidad con los tejidos humanos. Este compuesto de origen bildgico se ha
convertido en los dltimos afos en el preferido debido a su capacidad para formar
RC, por no ser téxico, su abundancia en la naturaleza y a sus propiedades
antimicrobianas y antifangicas que lo hacen ser de vital interés para la preservacion

de muchos alimentos (Aider, 2010).

Su aplicacién como recubrimiento disminuye la pérdida de peso y mejora la calidad
de frutos y hortalizas como lo mencionan Castro, Rivadeneira, Mantuano, Santacruz
y Ziani (2014). El quitosano es un compuesto con caracteristicas biofuncionales, por
lo que podria ser una opcion factible para mejorar o sustituir los métodos
tradicionales de control microbiano. Se utiliza para formar peliculas que se emplean
en la industria biomédica, farmacologica, oftalmolégica, cosmética y alimenticia
(Kumar, 2000; Tharanathan y Kittur, 2003).

Estudios recientes realizados con quitosano han estimulado a que exista un
importante interés en la industria de los alimentos debido a que este material posee
caracteristicas muy importantes como son biocompatibilidad, biodegradabilidad y
no toxicidad (Dash, Chiellini, Ottenbrite y Chiellini, 2011).

Las soluciones de quitosano muestran buena capacidad para la formacion de
recubrimientos, asi como actividad antimicrobiana, que lo hacen potencialmente (til
para el desarrollo de biopolimeros antimicrobianos como lo indican Dutta, Tripathi,

Mehrotra y Dutta, (2009). El efecto antimicrobiano parece ser el resultado de
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cambios en la permeabilidad celular producida por la carga del quitosano
(Devlieghere, Vermeulen y Debevere, 2004) asi como caracteristicas propias del
guitosano como su peso molecular y grado de desacetilacion (Zheng et al., 2003).
El pH y el tipo de &cido donde es disuelto el quitosano, asi como las condiciones de
almacenamiento pueden también influenciar las propiedades antimicrobianas,

(Bégin y Van, 1999; Leceta, Guerrero, Ibarburu, Duefias y De la Caba, 2013).

En la industria de frutas y hortalizas se ha encontrado que el CH tiene la capacidad
de retardar el crecimiento de algunos microorganismos que son mortales en la etapa
de postcosecha. Aunque la actividad antimicrobiana del quitosano ha sido
comprobada contra diferentes tipos de microorganismos, varios estudios han
demostrado que ésta es mayor contra bacterias que contra hongos como lo

mencionan Ziani, Fernandez, Royo y Maté (2009).

En la literatura se ha confirmado que la capacidad fungicida del quitosano esta
correlacionada en gran medida con su concentracién, encontrando a su vez que
medios suplementados con altas concentraciones de quitosano son capaces de
inhibir el crecimiento de micelios, en patdgenos tales como Alternaria alternate,
Bipolaris oryzae, Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinum, Fusarium

oxysporum, entre otros (Bautista Bafos et al., 2006; Badawy y Rabea, 2011).

El quitosano es un compuesto que presenta caracteristicas biofuncionales, por lo
gue podria ser una alternativa viable para sustituir los métodos de control de
microorganismos tradicionales, ademas, puede utilizarse sin problemas para
elaborar recubrimientos comestibles (Gonzalez et al., 2005). Los recubrimientos con
guitosano forman una cubierta en la superficie de los frutos, que actia como una
barrera mecanica para proteger al fruto de infecciones causadas por hongos,
ayudando asi a disminuir las enfermedades causadas durante el almacenamiento
por Rizophus stolonifer (Ehrenb: Fr), Botrytis cinerea Pers: Fr, y Alternaria alternata
(Fr.:Fr.) Keissl entre otras (El Ghaouth, Arul, Asselin y Benhamou, 1992; Hernandez,
2002; Meng, Li, Liu y Tian, 2008; Sanchez, 2008).
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A la fecha, se han desarrollado diferentes recubrimientos comestibles con
quitosano. El Ghaouth et al. (1992), elaboraron cubiertas con quitosano en una
concentracion de 15 mg mL™! e inhibieron el crecimiento de B. cinerea y R. stolonifer
en fresa. Los signos de infeccién de estos hongos aparecieron 5 dias después de
ser almacenados a 13 °C, mientras que en el control estos sintomas fueron visibles
al primer dia. Al final del almacenamiento se redujo hasta en 60 % mas la infeccién

en fresas tratadas con quitosano.

Por su parte Romanazzi, Nigro, Ippolito, Divenere y Salerno. (2002), reportaron una
actividad fungicida significativa del quitosano cuando se aplic6 como recubrimiento
en frutos de uva (Vitis vinifera L.) y fresa contra B. cinerea. Jiang y Jiang (2005),
reportaron que las cubiertas de quitosano a una concentracion del 2%, lograron
inhibir la aparicion de microorganismos en frutos de litchi (Litchi chinensis Sonn.) al
final de la evaluacién (12 h de incubacion); sin embargo, al incrementar la
concentracion de quitosano no aumentaron significativamente los efectos benéficos

del quitosano en el control de microorganismos (Zhang y Quantick,1997).

Chien, Sheu, y Yang. (2007), mostraron que al aplicar quitosano al 2% como
recubrimiento para frutos de mango, se observé que al término del almacenamiento
no hubo presencia de microorganismo patdgeno alguno. Aunque en la investigacion
realizada por (Robson, Ferreira, Alvarenga, y Almeida, 2008), no se sefala el
género y la especie de los patdogenos controlados, se observé que la aplicacion de
cubiertas de agar con quitosano y acido acético en ajos (Allium sativum L.), hubo

20% menos infeccién que en los no tratados.

2.3.3. MECANISMO DE ACCION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
QUITOSANO

Su actividad fungicida ha sido reportada en varios estudios, inhibiendo el
crecimiento de los hongos causantes de enfermedades poscosecha,
manifestdndose esta inhibicidén en el crecimiento micelial y esporulacién o en ambos

estados de desarrollo. Se ha mencionado que el efecto fungicida del quitosano esta
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en funcién de la concentracion utilizada, el peso molecular y grado de desacetilacion
del mismo. El quitosano se adhiere a la membrana plasmatica de los hongos gracias
a las interacciones electrostaticas entre las cargas positivas del quitosano y a las
cargas negativas de los fosfolipidos formadores de membrana. El Ghaout et al.
(1992) mencionan que una vez adherido a la membrana, causa una filtracién a
través de ella hasta llegar al citosol; el quitosano utiliza energia para atravesar la

membrana, sin embargo, este proceso no involucra al proceso de endocitosis.

Los hongos normalmente mantienen en su citosol niveles muy bajos de Ca?*, esto
es gracias a la barrera que forma la membrana plasmatica, la cual posee
reguladores herméticos que impiden el paso libre de gradientes de Ca?*, este
proceso en el que también se involucra al mecanismo homeostatico, donde dentro
del citosol se regula la concentracién de Ca?*, enviando fuera de la célula al exceso

de Ca?*, o los almacena en organelos de la propia célula (Ramos et al., 2010).

Por lo tanto, al introducirse el quitosano al interior del citosol se transforma
drasticamente el mecanismo homeostético, ya que al formar canales en la
membrana permite el paso libre de gradientes de calcio, ocasionando una
inestabilidad en la célula hasta su muerte. Sin embargo, no todos los hongos
presentan la misma sensibilidad al quitosano y esto puede ser debido a la
composicién de fosfolipidos de membrana y particularmente a la naturaleza de sus
cargas neutras (Palma et al., 2008; 2009; 2010).

Hay estudios que reportan que la actividad antimicrobiana de este compuesto
depende de diferentes factores, incluyendo la cepa, el peso molecular, la
concentracion, el grado de desacetilacion, el tipo de quitosano, entre otros (Bautista
et al., 2006; Li et al., 2008). De acuerdo con Hernandez, Plascencia y Cortez. (2016)
el grado de desacetilacion es el de mayor influencia en la actividad antimicrobiana
del quitosano, ya que el nimero de grupos amino libres en esta molécula se ha

relacionado con esta actividad.
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Hoy en dia, existe evidencia acerca de los mecanismos por los cuales el quitosano
actla en contra de bacterias y hongos fitopatégenos. Como se indica en numerosos
estudios, los cambios en la permeabilidad celular de los microorganismos se deben
a la interaccién entre la naturaleza policatiénica del grupo amino del quitosano y las
cargas electronegativas en la superficie externa de la membrana fangica o
bacteriana. Con esta interaccion electrostatica, que depende de la composicion de
la membrana plasmatica, puede haber afinidad elevada en membranas sensibles

gue contienen acidos grasos poliinsaturados (Dutta et al., 2009; Palma et al., 2010).

Por otra parte, Pefia, Sanchez y Calahorra (2013) concluyeron que la fuerte union
del quitosano con la membrana de los microorganismos conduce a graves
desequilibrios celulares de omeostasia i6nica de K* y Ca?* causando la salida de
pequefias moléculas, incluyendo fosfatos, nucleétidos y sustrato de reacciones

enzimaticas que eventualmente afectan la respiracion fungica y la fermentacion.

El quitosano también interfiere en la sintesis de mRNA y proteinas penetrando en
los nacleos de los hongos (Henics y Wheatley, 1999); ademas, actia como agente
guelante de metales y nutrientes esenciales, induciendo la inaniciéon de hongos vy,
por lo tanto, la inhibicion del crecimiento (Ren, Liu, Li, Dong y Guo, 2012). Dicha
interferencia es un mecanismo que involucra la capacidad del quitosano para pasar
a través de la membrana celular de un microorganismo, posteriormente unirse al
ADN e interferir con la sintesis de proteinas. Adicionalmente, Gutiérrez et al. (2016)
reportaron cambios significativos en la expresién génica del patégeno y del huésped
en datos preliminares del analisis transcriptomico de la interaccién quitosano-

Colletotrichum-aguacate ‘Hass’.

Bautista, Barrera, Hernandez y Rodriguez (2016b) mencionan que la interaccion
electrostatica entre el quitosano y el microorganismo se observa mediante
alteraciones draméticas en la estructura de la pared celular y la membrana

plasmética de los hongos tratados.
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Referente a las propiedades de elicitacion del quitosano, varios estudios han
reportado que este compuesto puede inducir una serie de actividades enzimaticas
y la produccion de diversos compuestos en frutas y hortalizas que se correlacionan
con las reacciones de defensa de las plantas frente al ataque de patdégenos. Sobre
esto, Berumen, Coronado, Ochoa, Chacon y Gutiérrez (2015), Romanazzi y
Feliziani (2016) y Sivakumar, Malick, Korsten y Thompson (2016) mostraron que las
aplicaciones pre y poscosecha del quitosano aumentaron la actividad de la
fenilalanina amonio liasa, quitinasa (endo y exocitinasas) y de la 3-1,3-glucanasa en
varias frutas tropicales y caducifolias, incluyendo varios cultivares de tomate, lichi,

uva de mesa, pera, durazno y mango.

e PREPARACION DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES A BASE DE
QUITOSANO

El Quitosano ha sido aplicado en zanahorias, Leceta, Molinaro, Guerrero, Kerry y
De la Caba (2015). Mango, Cissé, Polidori, Montet, Loiseau y Ducamp (2015).
Chirimoya, Liu et al. (2016). Nispero, Petriccione et al. (2015). En kiwi rojo, Kaya,

Cesoniené, Daubaras, Leskauskaité y Zabulioné (2016).

Se obtiene disolviendo 10,0 g kg* de quitosano en solucién de acido acético (pH
2,0 a 2,3) en virtud de una agitacion continua en una placa magnética 2 dias a 40°C.
Después de la mezcla, la solucién formadora de recubrimiento se desgasifica al
vacio y se filtra para eliminar las particulas no disueltas. Otra metodologia indica
gue la solucién se prepara disolviendo quitosano (1,5:1,5 g) en agua destilada (80
mL), con un contenido de &cido lactico (0,7 mL), con agitacién usando un agitador
magnético, se incuba toda la noche a 22°C, se ajusta pH a 5,5, se adiciona glicerol
(25% p/p de quitosano) y la solucién es agitada a temperatura ambiente por 30
minutos (Cissé et al. 2015).

En trabajos realizados por Santacruz, Rivadeneira y Castro (2015); Castro,
Rivadeneira, Mantuano, Santacruz y Ziani (2014); Castro et al. (2017); Castro,

Mantuano, Coloma y Santacruz. (2017); Castro, Rivadeneira y Santacruz (2018)
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utilizaron quitosano al 1% de concentracién (p/v) diluido en una solucion de &cido

acético al 1% (v/v).

2.3.4 MUYUYO (Cordia lutea Lam.)

C. lutea, es un arbusto caducifolio de la familia Boraginaceae que produce una baya
transllcida, eliptica, con una pulpa blanquecina y pegajosa (Gonzélez, Garcia y
Correa, 2005; Motto, 2005; Granda et al., 2006). Se ha reconocido que la goma de
Cordia, un polisacarido anionico, produce peliculas transparentes y flexibles con
una excelente barrera al oxigeno (Haq et al., 2014b) y propiedades emulsionantes
(Benhura et al., 2004). La goma de chia también contiene compuestos antioxidantes
gue pueden ayudar a proteger los productos sensibles al oxigeno (Haqg et al.,
2013a).

e PROPIEDADES, APLICACION Y ESTUDIOS REALIZADOS EN
EXTRACTOS DE Cordia

El extracto de C. lutea tiene buenas propiedades de adhesion, por lo tanto, es un
candidato ideal para peliculas y recubrimientos. Existen estudios previos sobre la
elaboracion de peliculas comestibles utilizando goma de Cordia myxa (Haq et al.,
2014b), aplicaciones de goma de otras especies de Cordia como material de
recubrimiento (Haq et al., 2013a; Haq y Hasnain, 2013b, Haq y Hasnain, 2014a;
Haqg et al., 2016). Sin embargo, no hay estudios de la elaboracién de peliculas de

C. lutea.

Existen muy pocas investigaciones en materiales biol6gicos de la familia Cordia. No
hay estudios microbiolégicos, in vitro o in vivo, realizados con respecto a C. lutea,
Adeosun et al. (2013) mostraron que el aceite esencial de la corteza del tallo de
Cordia sebestena tenia un potencial antioxidante prometedor que sugeria que C.

sebestena podria explotarse en las industrias de medicamentos y alimentos.

La aplicacion de recubrimientos comestibles se podria considerar como una

tecnologia futurista, el desarrollo de esta técnica de conservacion de alimentos esta
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ganando terreno en el campo de conservacion alimentaria, debido a su bajo costo,
biodisponibilidad, biodegrabilidad, caracteristica inocua y sus multiples aplicaciones
no solo en conservacion de frutas y vegetales en poscosecha, sino también en
productos semiprocesados y de origen carnico, tendencias que obligan al desarrollo

constante de recubrimientos comestibles.

2.3.5. TENDENCIAS EN LA APLICACION DE RECUBRIMIENTOS
COMESTIBLES

En la actualidad, las lineas principales de investigacion van dirigidas a la formacion
de las matrices poliméricas e incorporacién de nutrientes o ingredientes bioactivos
mediante el empleo de nanotecnologias como la microencapsulacion y la formacion
de nanopeliculas mediante el sistema de multicapas. La microencapsulacion de
compuestos bioactivos (enzimas, probidticos, prebibticos, acidos grasos omega 3)
favorece su proteccién frente a situaciones extremas (calor, humedad) que
comprometen su estabilidad y facilita su liberacion controlada (Begofia, Pefia y
Sanchez, 2015).

Por otra parte, el transporte de compuestos bioactivos es importante debido a que
los consumidores dia a dia exigen que los alimentos frescos y minimamente
procesados estén exentos de sustancias de sintesis quimica y buscan aquellos
enriguecidos con sustancias de origen natural que traigan beneficios para su salud
y que mantengan las caracteristicas nutritivas y sensoriales de los productos
adquiridos (Mantilla, Castell, Gomes y Moreira, 2013), razon por la que se ha
prestado una mayor atencién a la busqueda de nuevas sustancias de origen natural
gue permitan actuar como posibles fuentes alternativas de antioxidantes y

antimicrobianos como lo mencionan Quintero, Falguera y Mufioz (2010).

De igual forma cabe resaltar el sistema de multicapas el cual consiste en la
inmersion del producto en dos o0 mas soluciones formadoras de peliculas que
contienen especies cargadas de signos opuestos (Kalia y Parshad, 2015). Por

ejemplo, una combinacion de capas sucesivas de quitosano, poli-L-lisina, alginato,
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pectina, con la incorporacion de ingredientes naturales antimicrobianos vy
antioxidantes, seria un ejemplo de recubrimientos multicapa “capa a capa” (Begofa
et al., 2015).

En conclusion, como lo indican Robles et al. (2013), los recubrimientos comestibles
son estructuras capaces de transportar sustancias que traen beneficios no sélo para
el alimento, sino que también pueden generar bienestar mediante la encapsulacion
de compuestos bioactivos, lo cual ofrece la posibilidad de desarrollar productos
nuevos e innovadores con efecto nutracéutico o funcional (Silva, Ihl, Sobral, Gébmez
y Bifani, 2013).

Es indispensable reconocer que los recubrimientos comestibles deben ser
evaluados con respecto a su estabilidad microbiolégica, adhesion, cohesion,
humectabilidad, solubilidad, transparencia, propiedades mecéanicas, sensoriales y
de permeabilidad tanto al vapor de agua como a los gases (Silva et al., 2013), ya
gue de éstas se pueden predecir y optimizar su composicién y comportamiento
(Quintero et al., 2010). En la actualidad los estudios siguen encaminados hacia la
caracterizacion de nuevos recubrimientos basados en hidrocoloides de fuentes no
convencionales y hacia la determinacion de la capacidad que estas poseen para

liberar compuestos con funciones preestablecidas (Fernandez, 2015).



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de esta investigacion se la efectu6 el Laboratorio de Investigacion de
Ciencias de Alimentos de Facultad de Ciencias Agropecuarias ubicado en la
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi (ULEAM), el mismo que geograficamente
se encuentra ubicado entre las siguientes coordenadas 0°57'10" Latitud Sur
80°44'43' Longitud Oeste y una Altitud de 6 msnm, Manta-Manabi-Ecuador.

3.2. DURACION DE LA INVESTIGACION

El tiempo fue de 6 meses.

3.3. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores que se manejaron para el desarrollo y estudio de recubrimientos

comestibles fueron:

o Factor a: Concentracion de quitosano.
o Factor b: Concentracion de muyuyo.
» NIVELES

Para el factor concentracién (% m/v) de quitosano en relacién a 100 mL de solucién
se utilizaron los siguientes niveles:

. a1 = 0,5%

. a2 =1%

o as=1,5%
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Para el factor concentracion (% v/v) de muyuyo en relacion a 100 mL de solucién

se utilizaron los siguientes niveles:

° b1 =40%
° b2 = 60%

3.4. TRATAMIENTOS

Dada la combinacion de los diferentes niveles contenidos en cada factor se

obtuvieron como resultado los siguientes tratamientos:

Cuadro 3.1. Detalle de los tratamientos

Tratamientos Cédigos Descripcion
Concentracion (Quitosano) Concentracion (Muyuyo)

(%) (%)
T1 aibs 0,5 40
T2 aib2 0,5 60
T3 a2y 1,0 40
Ts ER ) 1,0 60
Ts asbr 15 40
Te asbz 1,5 60

3.5. DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 DISENO EXPERIMENTAL

Esta investigacion fue de tipo experimental, se utilizé un Disefio Completamente al

Azar (DCA) en arreglo bifactorial AxB; Se realizaron tres replicas para cada

tratamiento.

3.5.2. UNIDAD EXPERIMENTAL

Para este trabajo se utilizaron cajas petri plasticas de 9 cm de diametro estériles, se

colocaron 20 mL de solucion formadora de recubrimiento. De cada caja petri se

obtuvo una biopelicula; las soluciones de recubrimiento fueron secadas a 60°C

durante 48 horas, después fueron acondicionadas a 25°C para su posterior

desprendimiento y respectivos analisis.
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3.5.3 ESQUEMA DE ANOVA

El esquema de ANOVA se detalla en el cuadro 3.2.

Cuadro 3.2. Esquema de ANOVA bifactorial A*B

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 17
Factor A 2
Factor B 1
A*B 2
Error 12

Las variables solubilidad y cohesividad no cumplieron el supuesto de Levene, por lo
anterior todas a excepcion de espesor fueron analizadas por la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis. Sélo la variable espesor se la analizdé por prueba
paramétrica (ANOVA)

3.6. MANEJO DEL EXPERIMENTO

El desarrollo de este trabajo de investigacion se llevé a cabo siguiendo la secuencia

descrita en el diagrama de proceso (Figura 3.1).
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Grafico 3.1. Diagrama de proceso para la elaboracion de recubrimiento comestible de muyuyo y quitosano
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3.7. DESCRIPCION DEL PROCESO

El quitosano utilizado fue proporcionado por el Laboratorio de Investigacion de
Ciencias de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad
Laica Eloy Alfaro de Manabi, el cual fue donado por la Universidad Publica de
Navarra, Espafa. Las especificaciones técnicas se describen a continuacion: peso

molecular 149 kDa (kilo Dalton) y grado de desacetilacién 95%.

Los frutos de muyuyo que se usaron para realizar la investigacion fueron
recolectados en los bosques secos, del cantdon Manta, se utilizaron frutos maduros

seleccionados, descartando aquellos que mostraron signos de dafio en la piel.

o Recepcion de las frutas de muyuyo: Se inici0 el proceso en los terrenos
baldios circundantes a la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, se realiz6 la
recoleccion de los frutos de muyuyo, los cuales estaban maduros, en buen estado y
sin abrasiones, estas caracteristicas fueron necesarias para poder ser procesados

(ver anexo 1).

o Lavado: Se realiz6 un lavado de los frutos de muyuyo, para este proceso se
utilizé solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% de concentracién, con el fin de disminuir

la carga microbiolégica de la materia prima a utilizar.

o Extraccion de la goma de muyuyo: Se procedio a realizar la extraccién por

compresion manual de los frutos con el fin de obtener la mayor cantidad de goma.

o Filtrado de la goma: Se realizé un proceso de filtrado utilizando tela de

lienzo con el fin de separar los desperdicios resultantes del proceso de extraccion.

o Preparacion de la solucion de goma de muyuyo: Se procedio a realizar las
concentraciones requeridas, se realiz6 un proceso de calentamiento (80°C por 5

minutos).
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o Preparacion de la solucién de quitosano: La solucion de quitosano fue

preparada al 1% en una solucion de &cido acético al 1% en relacion (v/v) ver anexo 2.

. Elaboracién del recubrimiento

La preparacion de la pelicula se realiz6 de la siguiente manera. La goma de C. lutea
se diluyo con agua en dos proporciones, 60 y 40% (goma/agua v/v). La solucién
obtenida se someti6 a un tratamiento térmico desde 25°C hasta 80°C, con agitacion
a 80°C durante 5 minutos. La solucion se homogeneizé a 11,000 rpm durante 4
minutos en un Ultra-Turrax PT-2100 (POLY TRON, Suiza). Para la solucion de
guitosano, se prepar0 mediante soluciones de quitosano al (0,5; 1y 1,5 %) en

soluciéon de acido acético al 1%.

o Vertido en placa

Se vertieron 20 mL de la solucién sobre placas de Petri plasticas de 9,5 cm de
didmetro. Las placas fueron secadas en una camara climética durante 48 horas a
60°C y 80% de humedad relativa. Posteriormente, las muestras se conservaron a
25°C y 80% de humedad relativa durante 24 h antes de que las peliculas formadas
fueran desprendidas manualmente. Las variables a evaluar fueron las siguientes:
(color, espesor, opacidad, resistencia a la tension, permeabilidad al vapor de agua,

solubilidad y actividad antimicrobiana.

o Secado: El proceso de secado se realizdé en una camara climatica a 60 y 80%
de HR por 48 horas.

o Acondicionamiento: el proceso de acondicionamiento se llevé a cabo una
vez concluidas las 48 horas de secado, se acondicionaron las cajas petri con los
recubrimientos a 25 °C y 80% de HR durante 24 horas.

o Desprendimiento: se realizo el desprendimiento de forma manual con ayuda

de una espétula, para tratar de no romper el recubrimiento comestible.
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o Almacenamiento: Los recubrimientos fueron almacenados a 25 °C y 80% de
HR. Los analisis fisicos y microbiolégicos fueron realizados inmediatamente después

de realizar el proceso de desprendimiento (ver anexo 3).

3.8. VARIABLES DEPENDIENTES

3.8.1. ESPESOR

El analisis se realizO por medida directa en tres secciones diferentes del
recubrimiento (parte central y extremos), se utiliz6 un micrometro (Mitutoyo, Japon),

metodologia propuesta por Santacruz et al. (2015).

3.8.2. OPACIDAD

Las mediciones se realizaron segun el método propuesto por Gomez et al. (2009).
Donde se utiliz6 un fragmento del recubrimiento (1x3 cm), se cargé en un
espectrofotometro (VIS, Jenway, Reino Unido) y se determind la absorbancia a 600

nm. La opacidad se establecio de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Abs600
X

Opacidad = [3.1]

Donde:
Abs600= Es la absorbancia a 600 nm
X= Es el espesor del recubrimiento en mm.

Los valores bajos de opacidad correspondieron a una alta transparencia

3.8.3. RESISTENCIA A LA TENSION (RT)

La resistencia a la tension se determiné mediante una prueba de traccion utilizando
un Texturometro (Shimadzu EZ-LX, Japon). Se cargaron en el equipo fracciones de
peliculas de 5 x 2 cm. La velocidad de la cruceta se ajusté a 10 mm/s. La resistencia
a la traccion se determing utilizando el software TRAPEZIUMX de acuerdo a la

metodologia propuesta por Santacruz et al. (2015).
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3.8.4. PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua se analizé de acuerdo con la norma ASTM (1996)
y Debeaufort, Martin y Voilley (1993). Se utilizaron fragmentos de recubrimientos
para sellar un orificio en la parte superior de una celda plastica. La celda contenia
agua destilada, se ubicé en un desecador. El desecador se situé en una camara
climatica durante 24 h a 25°C. Se tomaron tres pesos de la celda durante las 24 h

de almacenamiento.

La PVA se calcul6 mediante la siguiente ecuacion

Am=1
AxAtxAp

PVA =

[3.2]

Donde:

Am / At = Pérdida de humedad por unidad de tiempo (g s).

A = Area del recubrimiento expuesto a la transferencia de humedad (m?).

1 = Espesor del recubrimiento (m).

Ap= Diferencia de presion de vapor de agua entre los dos lados del recubrimiento

(Pa).

Ecuacion

Ap = 224 PVAP SAT [3.3]
100

Dénde:

ARH= Es el gradiente de humedad relativa entre la celda y el entorno.
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PVAP SAT= Es la presién de vapor saturado de agua pura y es igual a 3160 Pa a
25°C.

3.8.5. SOLUBILIDAD

La solubilidad en agua del recubrimiento fue determinada mediante el método
propuesto por Colla, Sobral y Menegalli. (2006) con modificaciones realizadas por
Santacruz et al. (2015). Se secaron fragmentos de recubrimiento de 3 x 1 cm a
100°C hasta tener un peso constante. Se ubic6 cada muestra en un vaso de
precipitados con 50 mL de agua destilada, se agité a 100 rpm. utilizando un agitador
orbital (mrc, Alemania) por 24 h a temperatura ambiente. Se recogi6 el recubrimiento
no disuelto, se llevé a una estufa a 100°C durante 24, después se determind su peso

SECO.

El porcentaje de solubilidad fue calculado mediante la siguiente ecuacion.

Peso inicial seco—Peso final seco

% solubilidad = x 100 [3.4]

Peso inicial seco

3.8.6. ANALISIS DE COHESIVIDAD

El andlisis de cohesividad se realiz6 de acuerdo a Gonzalez, Alvis y Arrazola (2015).
Los analisis se efectuaron mediante un Texturometro marca Shimadzu (Modelo EZ
LX, Japdn), simulando la mordida humana, donde se realiz6 una doble
compensacion a 75% de deformacion (estrés normal) y a una velocidad de cabezal

de 1mm/s con un tiempo de 5 segundos entre compresiones.

3.8.7. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para probar la actividad antimicrobiana de los recubrimientos se utilizd la
metodologia propuesta por Chen, Wang y Weng (2010), con ligeras modificaciones.
Se inocularon cajas petri con Rhizopus spp, Aspergillus spp, Penicillium spp, en
Agar DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol), Difco y Streptoccous
mutans en Blood Agar Base, Difco; Para la inoculacién se utiliz6 0,5 mL de cultivo

de cada microorganismo, se incubaron durante 24 horas a 28°C. se cortaron discos
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de recubrimiento de 5 mm de diametro y se colocaron tres equidistantes en cada
placa petri. Posteriormente las placas se incubaron a 28°C durante 48 h y se medio

el area de la zona de inhibiciéon en mm.
3.9. ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico de las variables en estudio se utilizé el software spss

version 21 (libre) y se efectuaron las siguientes pruebas:

a) A todas las variables en estudio se les efectud los supuestos del ANOVA: de
normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad (Levene)
b) Como las variables no cumplieron con los supuestos del ANOVA se procedio a

realizar pruebas no paramétricas de kruskal Wallis.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Para comprobar la distribucion normal de los datos de las variables respuestas se

procedio a realizar los supuestos del ANOVA (Normalidad y homogeneidad).

Las variables opacidad, resistencia a la tension y permeabilidad no cumplen el
supuesto de normalidad (Shapiro Wilk) debido a que su significancia es menor del
0,05 (cuadro 4.1) por lo anterior las variables que cumplieron el supuesto de

normalidad se les realizd el segundo supuesto de homogeneidad (prueba de

Levene).
Cuadro 4.1. Supuesto de normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilk a un 95% de confianza
Estadistico Gl Sig.
Espesor 0,939 18 0,282
Opacidad 0,809 18 0,002"
Resistencia_a_la_tension 0,887 18 0,035"
Permeabilidad_al_vapor_de_agua 0,849 18 0,008
Solubilidad 0,924 18 0,153
Cohesividad 0,938 18 0,273

Las variables solubilidad y cohesividad no cumplieron el supuesto de Levene
(cuadro 4.2) debido a que existi6 varianzas heterogéneas a causa de que su p-Valor
es menor a 0,05 por lo anterior todas las variables por lo anterior todas las variables
deben ser analizadas por la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, excepto la

variable espesor que se la analiz6 por prueba paramétrica (ANOVA).

Cuadro 4.2. Supuesto de homogeneidad mediante prueba de Levene a un 95% de confianza

FV F gl gl2 Sig.
Espesor 2,443 5 12 0,095
Solubilidad 4,500 5 12 0,015"
Cohesividad 7,164 5 12 0,003"
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4.1. ESPESOR

En el cuadro 4.3 se muestran los resultados para la variable espesor, los datos
indican que existen diferencia estadistica para los factores, no asi con sus
interacciones (axb), se realizé un gréfico de medias para cada factor con el fin de

conocer cual de sus niveles produce efectos.

Cuadro 4.3. ANOVA Variable (Espesor)

FV gl SC MC F Sig.
Total corregida 17 0,034
Factor_a (% quitosano) 2 0,026 0,013 123,842 0,000"
Factor_b (% de muyuyo) 1 0,006 0,006 57,316 0,000"
Factor_a * Factor_b 2 0,000 0,000 2,053 0,171
Error 12 0,001 0,000

En la variable espesor se realizé la comparacion de medias en los factores en
estudio.

Los resultados mostrados en el (grafico 4.1) muestran las medias para los dos
factores en estudio, (1A) indican que el nivel con menor espesor fue el al (0,5%) de
guitosano, este incrementa en consecuencia del aumento de la concentracion de
guitosano teniendo que el nivel a3 (1,5%) de quitosano evidencio el mayor espesor
en el recubrimiento, lo cual muestra de una forma clara que con una concentracion
mayor de quitosano ayuda a obtener recubrimientos con un mayor espesor. En
cuanto al grafico 1B muestra marcadamente que el menor espesor fue evidenciado
en el nivel bl (40%) de muyuyo; el cual se incrementa a medida que aumenta la
concentracion mostrando que el nivel b2 (60%) de muyuyo presenté el mayor

espesor en el recubrimiento.
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Gréfico 4.1. Comparacion de Medias de los factores para la variable (Espesor)

Tomando como referencia los resultados expuestos anteriormente se puede indicar

gue la concentracion de los componentes formadores de la matriz del recubrimiento
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(quitosano-muyuyo) influyen claramente en el aumento o disminucién del espesor
del recubrimiento. El espesor del recubrimiento es un parametro muy importante de
acuerdo al tipo de alimento a recubrir, las propiedades mecanicas que se necesiten

o de la naturaleza del producto final que se pretende cubrir.

El espesor de una pelicula o recubrimiento se define por las propiedades de la
emulsién, como la viscosidad o densidad y la influencia del proceso de secado.
Cuando se seque el fluido, la pelicula formada se definird por las mismas
propiedades, como densidad, viscosidad y tension superficial, asi como la velocidad
de extraccion de la superficie de la solucién de recubrimiento y el porcentaje de
sélidos (Cisneros y Krochta, 2002).

Otros autores atribuyen el espesor de la pelicula como resultado del hinchamiento
del polimero por absorcién de agua como lo indica Park (1993). En el método de
fundicion en solucién, la cantidad de sdlidos vertidos en el molde afecta en gran
medida el espesor de las peliculas resultantes. En estudios previos de peliculas
emulsionadas, se han informado dos métodos diferentes en términos de cantidad
de emulsion formadora de pelicula (FFE) (Haq et al., 2016). En un método, se
invierte el peso o volumen constante de FFE (Baumler, Carelli y Martini, 2014;
Tongnuanchan, Benjakul, Prodpran y Nilsuwan, 2015), mientras que en otro
método; el volumen de FFE se ajusta de manera que el peso constante de los
sélidos se moldea en todos los tratamientos (Fabra, Jiménez, Atarés, Talens y
Chiralt, 2009; Janjarasskul, Rauch, McCarthy y Krochta, 2014; Kowalczyk y
Baraniak, 2014; Pérez y Krochta, 2001).

Para controlar el espesor de las peliculas se ha propuesto la modificacién de la
concentracion de partida del polimero empleado, pero esto no siempre puede
hacerse, pues implica un aumento de la viscosidad de la disolucion, que puede
conllevar a que esta no se extienda adecuadamente para formar capas finas
(Gennadios, Weller y Testin, 1993; Cuq, Gontard y Guilbert,1996). Ademas, Cuq,
Gontard, Cuq y Guilbert (1992) mencionan que este incremento de concentracion

podria afectar desfavorablemente otras propiedades de la pelicula.
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El trabajo realizado por Zamudio, Vargas, Pérez, Bosquez y Bello (2006) mostré que
el espesor de sus peliculas degradables de almidén de platano fue de 0,118+0,007
mm. Santacruz et al. (2015) investigaron peliculas comestibles de almidén de papa
y yuca obteniendo valores de 0,15 y 0,13 mm respectivamente. Todos estos
resultados son menores a los obtenidos en el presente trabajo de investigacion en
donde se presentan espesores entre 0,17mm y 0,29mm. La mayoria de los films
comestibles son de naturaleza hidrofilica y se ha encontrado una relacién
dependiente positiva entre la permeabilidad al vapor de agua y el espesor de
las peliculas (Gennadios, Weller, Hanna y Froning, 1996; McHugh et al.,1993)
consideraron que a medida que el espesor del flm aumenta, se incrementa la
resistencia a la transferencia de masa a través de ella, en consecuencia, la presion
parcial de vapor de agua de equilibrio en la superficie interior de la pelicula se

incrementa; de ahi la importancia de regular el espesor de pelicula.

Cuadro 4.4. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para el factor a (concentracién de quitosano)

Hipdtesis nula Test Sig. Decision
1 La distribucién de Opacidades la  Prueba Kruskal-Wallis de ,001 Rechazar Ila
misma entre las categorias de muestras independientes hipétesis nula.

Factor_A. (% quitosano).

2 Ladistribucion de Resistenciaala Prueba Kruskal-Wallisde  ,001 Rechazar la

tension es la misma entre las muestras independientes hipétesis nula.
categorias de Factor_ A. (%
quitosano).

3 La distribucion de Permeabilidad Prueba Kruskal-Wallisde ~ ,025 Rechazar Ila
al vapor de agua es la misma muestras independientes hipétesis nula.
entre las categorias de Factor_A.

(% quitosano).

4  La distribucion de Solubilidad es  Prueba Kruskal-Wallisde ~ ,001  Rechazar la
la misma entre las categorias de  muestras independientes hipétesis nula.
Factor_A. (% quitosano).

5 Ladistribucion de Cohesividad es  Prueba Kruskal-Wallisde ~ ,001 Rechazar la
la misma entre las categorias de  muestras independientes hipétesis nula.
Factor_A. (% quitosano).

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

Como se observa en el cuadro 4.4 existe diferencia estadistica significativa para

todas las variables debido a que su p-Valor es menor a 0,05. Por lo anterior, se
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procede a realizar graficos de medias con el fin de ver cual de los niveles es el

mejor.

Cuadro 4.5 Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para el factor b (concentracion de muyuyo)

Hipotesis nula Test Sig. Decision
1 La distribucion de Opacidades la  Prueba Kruskal-Wallis de 401  Rechazar Ila
misma entre las categorias de muestras independientes hipétesis nula.

Factor_b. (% muyuyo).

2 La distribucion de Resistencia @ Prueba Kruskal-Wallisde  ,233  Rechazar la

la tension es la misma entre las  muestras independientes hipétesis nula.
categorias de Factor_b. (%
muyuyo).

3 La distribucion de Permeabilidad  Prueba Kruskal-Wallisde  ,005 Rechazar la
al vapor de agua es la misma muestras independientes hipétesis nula.
entre las categorias de Factor_b.

(% muyuyo).

4 La distribucion de Solubilidad es  Prueba Kruskal-Wallisde ~ ,233  Rechazar la
la misma entre las categorias de  muestras independientes hipdtesis nula.
Factor_b. (% muyuyo).

5 Ladistribucion de Cohesividad es  Prueba Kruskal-Wallis de  ,196  Rechazar la
la misma entre las categorias de  muestras independientes hipdtesis nula.
Factor_b. (% muyuyo).

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

La prueba de Kruskal Wallis para el factor b mostrada en el (cuadro 4.5), indica que
solo la variable permeabilidad muestra diferencia significativa debido a que su p-

Valor es menor a 0,05, se procede a realizar grafico de medias.



43

Cuadro 4.6. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para tratamientos

Hipétesis nula Prueba Sig. Decisién
1 Ladistribucién de Opacidadesla  Prueba Kruskal-Wallis de  ,006 Rechazar la
misma entre las categorias de muestras independientes hipotesis nula.
Tratamientos.

2 La distribucién de Resistencia a  Prueba Kruskal-Wallisde ~ ,005 Rechazar la
la tensién es la misma entre las  muestras independientes hipotesis nula.
categorias de Tratamientos.

3 La distribucion de Permeabilidad Prueba Kruskal-Wallisde  ,006 Rechazarla

al vapor de agua es la misma muestras independientes hipétesis nula.
entre las  categorias  de
Tratamientos.

4 La distribucion de Solubilidad es  Prueba Kruskal-Wallisde ~ ,005 Rechazar la
la misma entre las categorias de  muestras independientes hipdtesis nula.
Tratamientos.

5 Ladistribucion de Cohesividad es  Prueba Kruskal-Wallis de  ,005 Rechazarla
la misma entre las categorias de  muestras independientes hipétesis nula.
Tratamientos.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

La prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos mostrada en el (cuadro 4.6) indica
gue todos los tratamientos presentan diferencia estadistica significativa, se procede
a realizar HDS de Tukey (cuadros 4.7; 4.8; 4.9; 4.10; 4.11).

4.2. OPACIDAD

Los resultados obtenidos en la variable opacidad (grafico 4.2) muestra que el nivel
al presento el menor valor en la variable opacidad, mientras que el nivel a3 fue el
gue posee el valor mas alto, este valor indica que la concentracién de quitosano
usada en la formulacién del recubrimiento influye en la opacidad del recubrimiento,

por lo que se debe tomar en cuenta al momento de direccionar hacia qué alimento
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puede ser aplicado dicho recubrimiento, con el fin de no ocasionar inconvenientes

en la imagen del producto recubierto.

5,00

5,50

5,007

Media de Opacidad (mm™)

4,50

4,00

al (Dl,S%) a2 ('1 %) a3 (1',5%)
Factor a (concentracién de quitosano)

Grafico 4.2. Media de opacidad Factor a (concentracion de quitosano)

La prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos (cuadro 4.6) indica que todos los
tratamientos presentan diferencia estadistica significativa debido a que su p-Valor
es menor a 0,05 por lo tanto, se procede a realizar la prueba de subconjunto para

la variable opacidad.
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Cuadro 4.7. Prueba de subconjuntos Kruskal Wallis para la variable opacidad (mm-)
Subconjuntos homogéneos basados en OPACIDAD

Subconjunto
1 2 3 4

U

T2 5,000

T3 9,333 9,333
Muestra’

T4 9,667 9,667

T5 14,000

T6 17,000
Probar estadistica 2 5,514 5,514 2
Sig. (prueba de 2 caras) e ,063 063
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) _ 123 ,123

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintoticas. El nivel de significancia es ,05.
1Cada casilla muestra el rango de media de muestras de OPACIDAD.
2No se puede calcular porque el subcojunto soélo contiene una muestra.

La HSD al 5% de probabilidad de error (cuadro 4.7) situ6 al T1 en primera categoria
estadistica debido a que present6 la menor opacidad con un valor de 4,07 mm>y
en Ultima categoria al T6 con un valor de 6,11 mm-?, lo cual indica que (quitosano
0,5% - muyuyo 40% de concentracién v/v) son las concentraciones mas idoneas de
los tratamientos estudiados para obtener un recubrimiento menos opaco y mas

transparente.

El trabajo realizado por Santacruz et al. (2015) en peliculas comestibles a base de
almidon y quitosano mostré que las peliculas con 1% (p/p) de almidén mostraron
menores valores de opacidad (5,38 mmt) en comparacién con peliculas 0,5% de
almidén cuyo valor de opacidad fue mayor (6,75 mm). Asimismo, en un estudio
realizado por Mufioz (2014) en peliculas comestibles a base de almidén de yuca y
maiz mostrd que los tratamientos que tenian la menor opacidad (valores de 2,97mm-
1y 3,37mm™) eran los que contenian el mayor porcentaje de almidén (75%). En el
presente trabajo se observa que los valores mas altos de opacidad se reportaron

para el recubrimiento con mayor concentracion de quitosano (1,5%).
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4.3. RESISTENCIA A LA TENSION

Los resultados mostrados en el (grafico 4.3) muestra que el nivel al presenté el
menor valor en cuanto a resistencia a la tension, mientras que el nivel a3 fue el que
mostrd el valor mas alto, este valor indica que la concentraciéon del quitosano influye
directamente en la formulacion de los recubrimientos el almidon de yuca presenta
mejores caracteristicas en cuanto a resistencia a la tension, la RT es un parametro
muy importante en la caracterizacién de recubrimientos comestibles porque indica

la resistencia mecanica que podria proporcionar a un alimento que este recubierto.

17,00

16,00

15,00

14,00

13,00

Media de Resistencia a la Tension (MPa)

12,00

11,00

a (0',5%) a2 ('1 %) a3 (1',5%)

Factor a (concentracion de quitosano)

Grafico 4.3. Media de Resistencia a la Tension Factor a (concentracidn de quitosano)
La prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos mostrada en el (cuadro 4.6) indica
gue todos los tratamientos presentan diferencia estadistica significativa debido a
gue su p-Valor es menor a 0,05 por lo tanto, se realiza la prueba de subconjunto

para la variable resistencia a la tension.
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Cuadro 4.8. Prueba de subconjuntos Kruskal Wallis para la variable Resistencia a la Tension (MPa)
Subconjuntos homogéneos basados en RT

Subconjunto
1 2 3 4 5 6

T 2,000

T2 5,000
Muestra' L

T4 11,000

T5 14,000

T6 17,000
Probar estadistica 2 2 2 2 2

Sig. (prueba de 2 caras)
Sig. ajustada (prueba de 2 caras)

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.
1Cada casilla muestra el rango de media de muestras de RT.
2No se puede calcular porque el subcojunto sélo contiene una muestra.

La HSD al 5% de probabilidad de error (cuadro 4.8) ubic6 al T1 en primera categoria
estadistica debido a que presento la menor resistencia a la tension con un valor de
11,37 MPay en ultima categoria al T6 con un valor de 17,31 MPa el cual presento
la mayor resistencia a la tension, estos resultados encontrados muestran que
(quitosano 1,5% muyuyo 60% de concentracion v/v) son las concentraciones mas
eficaces de los tratamientos estudiados para obtener un recubrimiento con mayor

resistencia mecanica.

La resistencia a la tension (RT), la elongacion y la fuerza de corte son propiedades
mecanicas de las peliculas comestibles que pueden ser usadas para describir el

comportamiento del material (Espinoza, Pedroza, San Martin, Cruz y Tomas, 2011).

En un estudio realizado por Wang, Li, Holmes, Kerry y Kerry (2007) a distintas
concentraciones de proteinas y polisacaridos para la formacion de peliculas
comestibles, se determind que en general las peliculas formuladas con
polisacéaridos tienen mayores valores de fuerza tensil en comparacion con las
peliculas formuladas con proteinas. Sin embargo, las peliculas con polisacéridos
tienen menores valores de porcentaje de elongacién. Por ejemplo, las peliculas de

gelatina al 8% presentaron una fuerza tensil de 6,60 MPa y un porcentaje de
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elongacion de 89,69%, mientras que con peliculas formuladas con
carboximetilcelulosa al 2% se obtuvieron valores de 11,25 MPa de fuerza tensil y

10,53% de elongacion.

4.4. PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

El grafico 4.4 (RA) muestra que en el factor a el nivel al present6 el mayor valor de
Permeabilidad al vapor de agua, mientras que el nivel a3 fue el que mostro el valor
mas bajo, estos resultados indican que en la formulacion de los recubrimientos el
quitosano influye en las caracteristicas del mismo en cuanto a permeabilidad, dado
gue a menor concentracibn de quitosano da origen a recubrimientos mas

permeables.

Para el factor b grafica 4.4 (RB) indica que en el factor b el nivel bl presento el
mayor valor de Permeabilidad al vapor de agua, a diferencia del nivel b2 fue el que
mostré el valor mas bajo, estos resultados indican que en la formulacion del
recubrimiento de muyuyo influye la concentracion, esto se ve reflejado en las
caracteristicas del mismo en cuanto a permeabilidad al vapor de agua, dado que a

menor concentracion de muyuyo da origen a recubrimientos mas permeables.

Se obtiene la permeabilidad cuantificando el indice de movimiento de vapor de agua
a través de la pelicula mediante los cambios de peso debido a la transferencia de
humedad. Este parametro evaluado ayuda a relacionar la utilidad del recubrimiento,
en referencia al contenido de agua de cada tipo de alimento, de esta manera se
podria direccionar tomando en cuenta las caracteristicas que se desean en el

alimento recubierto.
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La prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos mostrada en el (cuadro 4.6) indica
gue todos los tratamientos muestran diferencia estadistica significativa P < 0,05 por
lo anterior, se realizo la prueba de subconjuntos para la variable permeabilidad al
vapor de agua.
Cuadro 4.9. Prueba de subconjuntos Kruskal Wallis para la variable Permeabilidad al
Vapor de Agua (g m-1s-1Pa')

Subconjuntos homogéneos basados en PVA

Subconjunto
1 2 3 4

T6 3,500

T4 3,500

T5 8,000
Muestra’

T2 11,000

£ - 14000

T 17,000
Probar estadistica 5,492 2 _ g
Sig. (prueba de 2 caras) ,064 : _
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) 124 | |

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.
Cada casilla muestra el rango de media de muestras de PVA.
2No se puede calcular porque el subcojunto soélo contiene una muestra.

La HSD al 5% de probabilidad de error (cuadro 4.9) ubicé a los tratamientos 6,4 y 5
en primera categoria estadistica debido a que presentaron menor permeabilidad al
vapor de agua mostrando valores de 1,15 x 101° g m s Pa' y en (ltima categoria
al tratamiento 1 el cual mostro la mayor PVA con un valor de 4,13 x 10 g mts+?
Pal, estos resultados encontrados exponen que quitosano 1,0 y 1,5% - muyuyo
60% de concentracion v/v son las concentraciones mas eficaces de los tratamientos
estudiados para obtener un recubrimiento con menor permeabilidad al vapor de

agua.

En comparacion con otras peliculas y recubrimientos comestibles, las peliculas
obtenidas en este estudio mostraron una mayor permeabilidad al vapor de agua.
Los valores de permeabilidad fueron entre 1,2x10° y 2,7x10°g m/sm? Pa para
peliculas de almidéon (Kim, Ko y Park, 2002), 2,7x10°%g m/sm? Pa para
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hidroxipropilmetilcelulosa (HMPC), peliculas de lipidos y antimicrobianos (Valencia,
Palou, del Rio y Pérez, 2011).

La mayoria de las peliculas comestibles son de naturaleza hidréfila por lo que se
evidencia una relaciéon positiva dependiente entre la permeabilidad al vapor de agua
y el espesor de los recubrimientos y peliculas, estos autores consideran que a
medida que el espesor de la pelicula aumenta la resistencia a la transferencia de
masa a través de ella, la presion parcial del equilibrio del vapor de agua en la
superficie interna aumenta a medida que aumenta la pelicula (Gennadios et al.,
1994; Park y Chinnan, 1995; McHug, 1993).

Los recubrimientos comestibles que son formulados a base de polisacaridos,
presentan valores altos en cuanto a permeabilidad al vapor de agua. Dominguez y
Jiménez (2012) mencionan que la permeabilidad al vapor de agua de los
recubrimientos elaborados con gomas es habitualmente menor que en los
recubrimientos obtenidos a base de otros polisacéaridos, y esta puede disminuir adn

mas con la adicion de aceites de origen vegetal.

Esta propiedad es muy importante en los recubrimientos comestibles, su funcion es
actuar como barrera contra la humedad, ya que se busca que las peliculas
comestibles disminuyan la transferencia de humedad entre el producto y el medio.
Dicha propiedad es medida con el valor de permeabilidad al vapor de agua. Se
requiere que la permeabilidad al vapor de agua sea lo mas baja posible (Qiu y Wen,
2008).

De igual manera Fontes, Ramos, Sivi y Queiroz (2011) manifiestan que se requiere
gue las peliculas funcionen como barrera a gases, principalmente oxigeno y dioxido
de carbono. Debido a las reacciones de oxidacién causadas por el oxigeno en varias
aplicaciones de peliculas comestibles, se busca que las peliculas tengan bajas

permeabilidades a éste gas.
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Al usar polisacaridos como compuestos para la formacion de recubrimientos
comestibles, se logra obtener peliculas transparentes que presentan propiedades
mecanicas moderadas. Sin embargo, las aplicaciones se limitan debido a que las
peliculas son solubles en agua y permeables al vapor de agua. Para mejorar dichas
condiciones es posible adicionar compuestos hidrofébicos como ceras o aceites, y
también se pueden realizar tratamientos para el entrecruzamiento de las moléculas
(Vargas, Pastor, Chiralt, McClements, y Gonzalez, 2008; Campos, Gerschenson y
Flores, 2011).

Para evitar estas falencias en los recubrimientos comestibles se podria utilizar
proteinas en su formulacién, ya que estas muestran un efecto sinérgico, la adicion
de una proteina a la formulacion puede mejorar las propiedades de barrera de
peliculas comestibles de polisacaridos (Chen et al., 2010; Espinoza et al., 2011), asi
como también la adicién de quitosano, en un estudio realizado por, De Moura et al.
(2011), las propiedades de las peliculas formadas con carboximetilcelulosa (CMC)
al 2% mejoraron al adicionar quitosano. Al agregar nanoparticulas de quitosano de
110 nm, bajaron los coeficientes de difusion, lo que causé que la permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas disminuyera. Esto fortaleceria la idea de utilizar la
combinacion de quitosano y muyuyo con el fin de obtener un recubrimiento

comestible con propiedades de barrera mejoradas.

El control de los cambios de los gases, particularmente el oxigeno, permite un mejor
control en la maduracion de las frutas y reduce significativamente la oxidacion de
los productos sensibles al oxigeno y la rancidez de las grasas insaturadas (Garcia,
2008). El espesor de las peliculas influye significativamente sobre las propiedades
de las mismas (Cugq et al.,1996). Sin embargo, no ha sido extensivamente estudiado
a pesar de gue se plantea que el control del mismo es necesario por su influencia
sobre la mayoria de las propiedades de las peliculas y para la comparacion entre
estas. Se ha reportado la influencia del espesor sobre las propiedades mecanicas y
de transporte de las peliculas (Cuq et al.,1996; McHugh, Avena y Krochta,1993).

En las aplicaciones de envasado de alimentos Ghanbarzadeh, Almasi y Entezami
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(2011) menciona que, una pelicula deberia evitar o reducir el intercambio de
humedad entre el alimento y la atmosfera circundante; la permeabilidad al vapor de

agua debe ser tan baja como sea posible,

La permeabilidad al vapor de agua es la propiedad mas ampliamente estudiada en
los recubrimientos comestibles, debido al importante papel del agua en las
reacciones del deterioro de los alimentos (Cerqueira, Lima, Teixeira, Moreira y
Vicente, 2009). La alta permeabilidad al vapor de agua es una limitacion importante
en el uso de peliculas basadas en polimeros naturales como materiales de
envasado de alimentos. Una de las funciones principales del envasado de alimentos
es evitar o minimizar la transferencia de humedad entre los alimentos y la atmésfera
circundante. Por lo tanto, la permeabilidad al vapor de agua (WVP, por sus siglas
en inglés) debe ser en menor proporcion para optimizar el entorno del paquete de
alimentos y aumentar potencialmente la vida Gtil del producto alimenticio (Hosseini,
Rezaei, Zandi y Ghavi, 2013).

Ademas, esto puede ser importante para reducir la alteracion de la calidad sensorial,
las caracteristicas microbioldgicas, fisicas y quimicas de los alimentos cubiertos con
este material (Gontard y Guilbert,1994). Para la conservacion de frutas y hortalizas
Mendoza (2012) indican que, mientras mas bajos sean los valores de permeabilidad
al vapor de agua de los recubrimientos, se podrian considerar mejores
recubrimientos, ya que de esta manera el alimento no pierde peso por

deshidratacion y conserva sus caracteristicas originales por mas tiempo.

4.5. SOLUBILIDAD

La variable solubilidad fue mayor en el nivel al, el cual presenté el valor mas alto,
mientras que el nivel a3 fue el que revelo el valor mas bajo (grafico 4.5), este valor
indica que la concentracién del quitosano influye directamente en la formulacion de

los recubrimientos.
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Gréfico 4.5. Media de Solubilidad Factor a (concentracion de quitosano)

La prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos expuesta en el (cuadro 4.6)
expresa que todos los tratamientos muestran diferencia estadistica significativa P <
0,05 por lo expuesto anteriormente, se realizd la prueba de subconjunto para la

variable solubilidad en agua.
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Cuadro 4.10. Prueba de subconjuntos Kruskal Wallis para la variable Solubilidad (%)
Subconjuntos homogéneos basados en SOLUBILIDAD

Subconjunto
1 2 3 4 5 6

T6 2,000

T5 5,000
Muestra’ T4

T3 11,000

T2 14,000

T 17,000
Probar estadistica 2 2 2 2 2

Sig. (prueba de 2 caras)
Sig. ajustada (prueba de 2 caras)

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintoticas. El nivel de significancia es ,05.
1Cada casilla muestra el rango de media de muestras de SOLUBILIDAD.
2No se puede calcular porque el subcojunto sélo contiene una muestra.

La HSD al 5% de probabilidad de error (cuadro 4.10) situ6 al tratamiento 6 en
primera categoria estadistica debido a que presentdé menor solubilidad en agua
exponiendo valores de 44,08% y en ultima categoria al T1 con un valor de 59,06%
estos resultados encontrados exponen que (quitosano 1,5% - muyuyo 60% de
concentracion v/v) son las concentraciones mas eficaces de los tratamientos

estudiados para obtener un recubrimiento menos soluble en agua.

La solubilidad del recubrimiento es una caracteristica muy importante al momento
de caracterizar, dado que dependera de este analisis su posible utilizacion para

recubrir un alimento en referencia a su contenido de agua.

La solubilidad de la pelicula en agua es un factor importante que determina su
biodegradabilidad cuando se utiliza como un medio para proteger los alimentos
(Gnanasambadam, Hettiarachchy y Coleman,1997). Aunque se requiere una baja
solubilidad de las peliculas durante el almacenamiento, una alta solubilidad podria
ser ventajosa durante la coccion de productos envueltos en peliculas (Laohakunjit y
Noomhorm, 2004). Por eso es necesario conocer las caracteristicas de las peliculas
para poder posteriormente encontrarles una aplicaciéon (Romero et al., 2011).
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En otro estudio realizado por Haq et al. (2013a) en peliculas comestibles basadas
en Cordia. mixa, se informaron valores de 26,71% de solubilidad de pelicula sin
presencia de plastificante y 43,81% en presencia de plastificante. Las peliculas
hechas con corteza de banano presentaron un porcentaje de solubilidad de entre
7,21% y 25,57% (Anchundia, Santacruz y Coloma, 2016). En otro trabajo realizado
por Mali (2002) se reporté una solubilidad de entre 19,34% y 30,76% a 25°C para

peliculas hechas con Dioscorea alata almidén, glicerol y agua.

En otros estudios, el porcentaje de solubilidad en peliculas hechas con almidén de
banano y agua fue de 20,2% (Zamudio, 2006), en almidon de papa se reporté una
solubilidad de 40,42% y 33,20% en peliculas de almidén de yuca (Santacruz et al.,
2015). Se informé una solubilidad del 100% en peliculas comestibles basadas en
proteinas de suero de leche (lactoalbumina y lactoglobulina) Pérez, Nadaud y
Krochta (1999). Una mayor solubilidad esta directamente relacionada con un alto
valor de la permeabilidad al vapor de agua, y esto es favorable para algunos
productos que necesitan mantener una alta humedad relativa (Vifia et al., 2007).

4.6. COHESIVIDAD

La variable cohesividad fue mayor en el nivel a3, el cual presento el valor més alto,
mientras que el nivel al fue el que reveld el valor mas bajo (gréfico 4.6), este valor
indica que la concentracion del quitosano influye directamente en la formulacion de

los recubrimientos.
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Gréfico 4.6. Media de Cohesividad Factor a (concentracién de quitosano)

La prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos presentada en el (cuadro 4.6)
demuestra que existe diferencia estadistica significativa para todos los tratamientos
p-Valor es menor a 0,05 por lo tanto, se procede a efectuar la prueba de
subconjuntos para la variable cohesividad.
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Cuadro 4.11. Prueba de subconjuntos Kruskal Wallis para la variable Cohesividad (adimensional)
Subconjuntos homogéneos basados en COHESIBIDAD

Subconjunto
1 2 3 4

™ 2000

T2 5,500

T3 7,500
Muestra’

T4 11,000

T5 14,167

T6 16,833
Probar estadistica 2 2500 2 3,232
Sig. (prueba de 2 caras) - 114 . ,072
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) - ,304 . ,201

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintoticas. El nivel de significancia es ,05.
1Cada casilla muestra el rango de media de muestras de COHESIBIDAD.
2No se puede calcular porque el subcojunto sélo contiene una muestra.

La HSD al 5% de probabilidad de error (cuadro 4.11) situ6 al T1 en primera categoria
estadistica debido a que presentd menor cohesividad en el recubrimiento
exponiendo valores de 0,0 (adimensional), en ultima categoria se ubicaron los
tratamientos 5 y 6 con un valor de 0,07 y 0,10 respectivamente, estos resultados
encontrados exponen que (quitosano 1,5% - muyuyo 60% de concentracion v/v) son
las concentraciones mas eficaces de los tratamientos estudiados para obtener un

recubrimiento con mayor cohesividad.

Totosausa, Pérez, y Gutiérrez, (2016) indican que la cohesion y adhesion estan
relacionadas con la estructura, composicién quimica, peso molecular, regularidad
de las cadenas estructurales, ramificaciones, polaridad y distribucion de grupos
polares de la cadena polimérica. La cohesion vy rigidez de las peliculas se ven
favorecidas por un orden superior de las cadenas. Los grupos polares disminuyen
la difusion moléculas, pero promueven la formacion de cadenas laterales
ordenadas. La desnaturalizacion y algunos aditivos que promueven enlaces
cruzados se utilizan para tener un orden molecular. La funcionalidad del polimero
también esta relacionada con las caracteristicas del solvente. La solvatacion del

polimero y la extension de la cadena polimérica pueden producir peliculas mas
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eficientes. ElI grado de cohesividad dependera de la estructura polimérica, el
solvente utilizado, la temperatura y la presencia de plastificante (Banker, 1966;
Guilbert, 1996; Srinivasa y Tharanathan, 2007).

Cuando se alcanza el punto de fusion en un polimero, su fraccion cristalina se
transforma en un liquido con estructura desordenada; mientras que en la transicion
vitrea se caracteriza por cambios en su fraccion amorfa, pasando de un estado
vitreo estable a un estado desordenado y gomoso donde el material se transforma
en blando y flexible (Cuq, Gontard y Guilbert, 1998). Estos cambios en las
propiedades termoplésticas permiten que la matriz polimérica forme una pelicula
cohesiva (Byaruhanga, Erasmus, Naushad y Tayloret, 2007). La cohesion del
material es una propiedad muy importante, ya que puede tener efecto en las
propiedades mecanicas del material final, y se define como la fuerza atractiva entre

las moléculas de la misma sustancia (Han et al., 2005).

4.7. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

De acuerdo con los resultados de la inhibicion de Rhizopus sp, Aspergillus sp, y
Penicillium sp, (cuadro 4.12), el T6 (quitosano 1,5% muyuyo 60% de concentracion
v/v), evidenciaron una mayor actividad antimicrobiana contra Rhizopus sp,
reportando un valor de 2,98 mm en el halo de inhibicién, para Aspergillus sp, y
Penicillium sp, los valores reportados fueron 2,29 mmy 1,79 mm. Se evidencio que
a medida que se aumenta la concentracion de los componentes mayor poder

inhibitorio presentaron los recubrimientos a las 48 horas de exposicion.
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Cuadro 4.12. Analisis microbiologico, halo de inhibicién, de quitosano y muyuyo contra
Rhizopus sp, Aspergillus sp, y Penicillium sp. (medias*)

Tratamientos Rhizopus spp, (mm)  Aspergillus spp, (mm)  Penicillium ssp, (mm)
T1 a1b 2,072 1,762 1,178
T2 aib: 2,140 1,782 1,192
T3 azbs 2,16° 185D 1,220
T4 azby 2,76 191 ¢ 131¢
T5 ashy 2,884 2,179 1,574
T6 asb: 2,98 € 229¢ 1,79°€

*Letras iguales en columnas no difieren entre si a un nivel de confianza del 95%.

Los primeros esfuerzos por generar peliculas comestibles antimicrobianas se
enfocaron al uso de polimeros como el quitosano, que ademas de formar parte de
la estructura de la pelicula comestible también, en ciertas concentraciones, tienen
la capacidad de inhibir el crecimiento microbiano. La actividad antimicrobiana del
guitosano se deriva de las cargas positivas que interfieren con algunos residuos de
macromoléculas cargadas negativamente que se encuentran en la membrana
celular, provocando agujeros en la misma, y lixiviacion celular. Las peliculas
formadas por quitosano limitan la contaminacion en la superficie de los alimentos
(Cooksey, 2005). Otro trabajo realizado por Coma et al. (2002) elaboraron peliculas
de quitosano (1% p/v), reportando la inhibicion del crecimiento superficial de listeria
monocytogenes en un 80% y determinando el mecanismo de accion a nivel de la
membrana celular. Asi también, Sebti et al. (2005) informaron acerca de la inhibicion

de Aspergillus niger en peliculas con bajas concentraciones de quitosano (0,1%

p/v).

Nuevas investigaciones y revisiones recientes frente al uso de quitosano rednen
diversa informacion referente al efecto de su grado de desacetilacion sobre la
actividad antimicrobiana, su uso dentro del disefio de nuevos films basados en

compuestos bioactivos y su interaccion frente a otros componentes que hacen parte
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de los alimentos frescos y minimamente procesados, tratados con esta tecnologia
(No, Park, Lee y Meyers, 2002; Devlieghere et al. 2004; Aider, 2010; Martinez et al.,
2010).

El mecanismo de accion del quitosano se basa principalmente en su caracter
policatiénico, que varia en dependencia del grado de acetilacion (GA). Se sugiere
gue los grupos aminos desacetilados interactian con los residuos aniénicos de las
superficies celulares. Esto conlleva a la desestabilizacion de la permeabilidad de la
membrana microbiana y a un desbalance osmotico que puede provocar la lisis
celular (Rabea, Badawy, Stevens, Smagghe y Steurbaut, 2003; Bautista et al.,
2006).

Los estudios muestran que en dependencia del GA varia el efecto que ejercen
diferentes tipos de quitosano sobre el desarrollo de microorganismos como
Fusarium graminearum Shw., Fusarium oxysporum Schlitdl., Pythium irregulare
Buisman, Rhizoctonia solani J. G. Kuhn y Phytophthora nicotianae Breda de Haan
(Park et al., 2002); Falcon, Cabrera, Ortega y Martinez, 2008).

Otra de las teorias que explica el mecanismo de accion de la quitosano se basa en
el grado de polimerizacion (GP). Se plantea que a medida que disminuye el GP
aumenta su accion antifangica (Kendra y Hadwiger, 1984). Este hecho podria
deberse a que un compuesto con menor nimero de unidades podria penetrar la
célula microbiana e incluso difundir hasta el nticleo con mayor facilidad. En el interior
celular interactuaria con biomoléculas como los é&cidos nucleicos, e inhibir los
procesos de replicacién, trascripcion y sintesis proteica. Esta hipétesis se confirmo,
en parte, al observar que el empleo de oligoquitosanas, que son compuestos que
contienen hasta 10 residuos de glucosamina, provoco importantes dafos celulares
en Phytophthora capsici (Leonian), tales como la ruptura del sistema de
endomembranas, especialmente de vacuolas y vesiculas secretoras como los

plasmalemosomas (Xu, Zhao, Han y Du, 2007).
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Aunque numerosos trabajos reflejan resultados similares que confirman la hipétesis
de la importancia del grado de polimerizacion, en otros no se observan diferencias
al emplear quitosanas con diferente peso molecular. Los experimentos in vitro sobre
Colletotrichum gloeosporoides (Penz), Alternaria alternata (Fr.) Keissler y Rhizopus
stolonifer (Ehrenb. ex Fr.) mostraron que tres quitosanos (con pesos moleculares
bajo, medio y alto) ejercian un efecto similar en el crecimiento de estas especies,
sin observarse diferencias marcadas en su inhibicion (Bautista et al., 2005; Sanchez
et al., 2007; Guerra et al., 2009).

La concentracion de quitosano generalmente se relaciona de manera directa con
su actividad antimicrobiana (El Ghaouth et al., 1992; Hernandez et al., 2007; Xu
et al., 2007; Falcon et al., 2009; Liu et al., 2007; Rodriguez et al., 2007). El
crecimiento de especies como Botrytis cinerea (Pers.: Fr.) o Penicillium
expansum Link se afecta significativamente a medida que las concentraciones
del polimero oscilan entre 1 y 100 mg/L, y alcanzan su mayor inhibicion con este
altimo valor (Liu et al.,, 2007). De modo similar sucede con F. oxysporum,
Pythium ultimum Trow, R. stolonifer y Mucor sp., donde aumentos de la
concentracion de quitosano de 0,5 hasta 2,0 g/L reducen marcadamente el
crecimiento radial de estas especies (Palma et al., 2008; Hernandez et al., 2007).
La investigacion de El Ghaouth et al. (1992) también muestran que el crecimiento
de A. alternata, R. stolonifer, B. cinerea y C. gloeosporoides se redujo a medida

gue la concentracion aumentaba de 0,75 a 6 g/L.

Recientemente se ha estudiado la penetracion del quitosano a la célula microbiana.
Se ha demostrado que su internalizacion en hongos filamentosos ocurre a través de
endocitosis y es un proceso activo, ya que depende de ATP, como se demostrd
para especies como Neurospora crassa (Palma et al., 2009), y se sugeria para los

conidios de F. oxysporum y P. chlamydosporia (Palma et al., 2008).

Diferentes tipos de células (conidios, tubos germinativos, hifas vegetativas)

muestran distinta sensibilidad al quitosano, aunque estas Ultimas parecen ser las



63

gue menos se afectan (Plascencia et al., 2003; Sanchez et al., 2007; Xu et al., 2007;
Hernandez et al., 2008; Pacheco et al., 2008; Palma et al., 2008; 2009).

De acuerdo a Muzzarelli et al., (1990), la actividad antimicrobiana del quitosano
contra las bacterias, podria ser atribuido a la naturaleza policatibnica de su
molécula, la cual permite la interaccién y formacion de polielectrolitos complejos con
polimeros &cidos producidos en la superficie de la célula bacteriana
(lipopolisacaridos, &acido teicoico, teicuronico, Yy polisacaridos capsulares).
Recubrimientos y peliculas a base de quitosano probados sobre Listeria
monocytogenes mostraron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de dicha bacteria
(Coma et al.,2002; Ponce et al., 2008).

Este hidrocoloide (quitosano) tiene la capacidad de retardar el crecimiento de ciertos
microorganismos que son deletéreos en postcosecha de frutas, tales como
Fusarium spp., Colletotrichum musae, y Lasiodiplodia theobromae en banano (Musa
acuminate L. Var. Kluai Hom Th ong), Kyu, Jitareerat, Kanlayanarat y Sangchote
(2007); Magbool, Ali, Ramachandran, Smith y Alderson (2010), o Botrytis cinerea en
tomate de mesa tratado con soluciones de recubrimiento conteniendo
concentraciones de 1 — 2% w/v de quitosano y pimiento (Capsicum annum L. Var.
Bellboy). Mediante la evaluacion del efecto del moho Botrytis cinerea, sobre tejidos
de frutos de pimiento en presencia de quitosano (1,0 mg/mL), se pudo determinar
gue el fitopatdgeno sufrio dafio celular en las hifas invasoras y se redujo la
produccién de poligalacturonasa, lo cual justificaria la conservacion de la firmeza de
los tejidos (El Ghaouth et al., 1992; 1997).

Estudios sugieren que el quitosano, en peliculas plastificadas o no, muestra
actividad fungistatica, lo cual hace posible el desarrollo de nuevos empaques activos
con buenas propiedades térmicas. Factores como la temperatura de
almacenamiento y las modificaciones de las propiedades mecanicas y de barrera
influenciadas por aditivos y otros tipos de sustancias antimicrobianas pueden

potenciar el efecto antimicrobial de las peliculas (Martinez et al., 2010).



64

La tendencia actual apunta a consumir alimentos sanos, saludables, organicos y
sobre todo inocuos, lo que incita al desarrollo de nuevos materiales que sean
utilizables en la conservacion de alimentos, por lo antes mencionado se hace
necesario la formulacion de recubrimientos comestibles que presenten buenas
caracteristicas mecanicas y que ademas tengan propiedades antimicrobianas, lo
gue indica que se puede combinar estos materiales para mejorar sus propiedades
mecanicas y antimicrobianas. De esta manera los biomateriales actian como
transportadores de dichos compuestos que seran transportados a lugares objetivo
como el intestino, sin perder su actividad al estar dentro de tal matriz o durante su

paso por el tracto gastrointestinal (Korhonen, 2002).

Para dar respuestas a los objetivos planteados en esta investigacion, a
continuacion, se muestras los resultados generales de las variables evaluadas en

el recubrimiento comestible.
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Grafico 4.7. Anélisis fisicos realizados en el recubrimiento
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Los resultados de los andlisis fisicos realizados en el recubrimiento comestible

presentados en el (grafico 4.7) muestran el comportamiento en cuanto a las

variables analizadas (cohesividad, espesor, permeabilidad al vapor de agua (PVA),

opacidad, resistencia a la tension (RT) y solubilidad), dando como resultado que el

mejor comportamiento lo presento el tratamiento 6 (quitosano-muyuyo 1,5/ 60% v/v),
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siendo esta la concentracion Optima para obtener mejores caracteristicas

mecanicas.

Para responder al objetivo 2 a continuacion se presenta el comportamiento de los

tratamientos en cuanto a la actividad microbiana in vitro (grafico 4.8).
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Grafico 4.8. Analisis microbiologicos realizados en el recubrimiento

Los resultados microbiolégicos indican que el mejor tratamiento como control

antimicrobiano in vitro fue el tratamiento 6 (quitosano-muyuyo 1,5/ 60% v/v).

En base a los resultados obtenidos se confirma la hipétesis planteada en este
estudio, demostrando que la concentracion de Cordia lutea Lam y quitosano si
influye en las caracteristicas fisicas y antimicrobianas in vitro del recubrimiento

comestible.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

» Las caracteristicas fisicas fueron influenciadas favorablemente por la mayor
concentracion de quitosano y goma de C. lutea (1,5 y 60% v/v)
correspondiente al T6.

» En cuanto al efecto antimicrobiano el tratamiento T6 (quitosano-muyuyo 1,5/
60% v/v) mostré inhibicion microbiana frente a las cepas de (Rizophus sp,

Aspergillus sp, y Penicillium sp,) siendo mas efectivo contra Rizophus sp.

5.2. RECOMENDACIONES

s Aplicar recubrimiento comestible de quitosano y goma de C. lutea en

concentraciones de (1,5 y 60% v/v) para la conservacion de alimentos.

% Usar el recubrimiento de quitosano y goma de C. lutea para el control de
hongos (Rizophus sp, Aspergillus sp, y Penicillium sp,) en la etapa de

poscosecha.
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ANEXO 1

Obtencidn, seleccion y tratamiento de los frutos de C. lutea

ANEXO 2

Anélisis realizados en el recubrimiento



