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RESUMEN
El oscurecimiento enzimatico es uno de los problemas més comunes que se presenta en el

aguacate y su producto derivado méas popular (el guacamole) en el cual intervienen diversas
enzimas, como la polifenol oxidasa, que provocan colores e incluso sabores desagradables
por la oxidacion de algunos compuestos presentes en dicho fruto. Para prevenir esto, se han
desarrollado diversas tecnologias térmicas, no térmicas y métodos combinados para ser
aplicados en este fruto, sin embargo, no todos los procesos resultan cien por ciento eficaces,

ya que el pardeamiento solo se logra retrasar, ademas de ser costosos.

En los ultimos afios, la creacion y aplicacion de peliculas comestibles ha ido en aumento para
ser un nuevo metodo de conservacion de algunos alimentos y frutos, ya que en su formulacion
se pueden afadir otras sustancias bioactivas, como, por ejemplo: algunos agentes
antioxidantes que eviten o retrasen el oscurecimiento enzimatico. La mayoria de las peliculas
comestibles son elaboradas a partir de polisacaridos, proteinas y lipidos, todos ellos con
funciones muy especificas. En este trabajo, se disefid una pelicula comestible a base de

quitosano, acido citrico y extracto de limon-cebolla para alargar la vida util de guacamole.

Se desarrollaron 4 formulaciones de peliculas comestibles, las cuales fueron aplicadas a
guacamole para evaluar el color, capacidad antioxidante, compuestos fendlicos y crecimiento
de microorganismos cuando es almacenado con la pelicula por 48h a 4° y 20°C. Los
resultados mostraron que las peliculas comestibles desarrolladas mantuvieron el contenido
de antioxidantes en guacamole, disminuyeron el pardeamiento y el cambio de color del
guacamole, asi como inhibieron el crecimiento microbiano. Sin embargo, la pelicula
comestible F1 (ac. citrico 2.5%, extracto limdn-cebolla 1.5%) result6é ser mejor al retardar el
oscurecimiento enzimatico, tener mejor capacidad antioxidante e inhibir el crecimiento
microbiano, por lo cual se selecciond para los estudios de caracterizacion y estabilidad al ser
almacenada por 28 d a dos temperaturas diferentes (4° y 20°C) mostrando que se mantenia
estable durante el tiempo de almacenamiento y que sus propiedades fisicoquimicas no
mostraban cambios significativos. Al ser aplicada en guacamole después del tiempo de
almacenamiento mantenia en el guacamole su caracteristico color verde y los parametros

evaluados no mostraban diferencia significativa.
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1. INTRODUCCION
El oscurecimiento enzimatico es un problema que se presenta en frutas y verduras,

especialmente en el aguacate. Esta fruta se ve afectada durante su manipulacién, transporte,
almacenamiento y el procesamiento poscosecha ya que el someterla a estrés fisico y al
oxigeno desencadena una serie de procesos biologicos que se llevan a cabo dentro de la
misma. Esto da como resultado que la enzima polifenol oxidasa produzca coloraciones
marrones en la pulpa de los frutos, lo cual es indeseable porque modifica las caracteristicas
sensoriales y la composicion del propio fruto y de los alimentos a los que estos son afiadidos.
Hoy en dia existen multiples formas de evitar o retardar el oscurecimiento enzimatico en el
aguacate y sus productos derivados como el guacamole. Por ejemplo, algunos de estos
procesos son la adicion de compuestos antioxidantes a productos derivados de la pulpa del
fruto, o la congelacién y refrigeracion. Sin embargo, no son métodos que aseguren la
estabilidad del fruto por un periodo de tiempo largo e incluso pueden verse afectadas sus
propiedades sensoriales, lo que influye en las decisiones del consumidor al momento de
elegir un producto sobre otro.

La busqueda de otras alternativas para retrasar o inhibir el oscurecimiento de los frutos ha
resultado en la creacién de recubrimientos y peliculas comestibles a base de biopolimeros,
extractos naturales y antioxidantes que no solo retrasan el oscurecimiento por limitar la
disponibilidad del oxigeno en la superficie, sino que también dan un valor agregado a los
frutos por la incorporacién de compuestos bioactivos.

Dado lo anterior, el objetivo de este trabajo es disefiar una pelicula comestible para alargar

la vida util del guacamole a base de acido citrico, extracto de limén-cebolla y quitosano.




2. MARCO TEORICO
2.1 Aguacate

2.1.1 Generalidades
El aguacate (Persea americana Mill) es el fruto de un arbol originario del centro y oriente de

México. Es una fruta climatérica, altamente perecedera debido a su alto contenido en lipidos
que experimentan facilmente reacciones de lipoperoxidacion (Magri et al., 2022). Este
pertenece a la familia Lauraceae y genero Persea, del cual se desprenden alrededor de unas
50 especies (Ochoa-Zarzosa et al., 2021).

El aguacate es originario de una amplia &rea geogréfica que va desde las tierras altas del
centro y oriente de México, llegando a Guatemala y de ahi hasta la costa del Océano Pacifico
en Centroamérica. Algunas evidencias antiguas datan de su consumo en una localidad de
Puebla, México, con una antigiiedad de 7000 a 8000 afios (Pérez et al., 2015).

El &rbol de este fruto es frondoso y de hoja perene, con una floracion generosa, ademas es
sensible al frio y la humedad ambiental, por lo que su plantacién debe hacerse en regiones
libres de heladas, vientos calurosos y secos. Ademas, puede llegar a una altura de hasta 20
m, pero cuando este es usado en plantaciones para fines comerciales no se debe dejar crecer
mas de 5 m, ya que asi se tienen mejores préacticas de control fitosanitario (Pérez et al., 2015).
Meéxico se posiciona como el primer productor mundial, con mas del 30% de la produccion
mundial del aguacate. En territorio nacional, se genera un aproximado de 1,800,000 toneladas
al afio y teniendo como principal productor nacional al estado de Michoacan (Ochoa-Zarzosa
et al., 2021). Gracias a su gran produccion a nivel nacional y a su sabor, este fruto es
apreciado y consumido por la poblacion local.

La exportacidén en fresco de este fruto a los Estados Unidos va creciendo de manera
importante, tan solo en el afio 2023 para el partido por el campeonato de la Liga Nacional de
Futbol Americano (NFL), el nivel de exportacion de aguacate mexicano a Estados Unidos
presentd un crecimiento constante, pasando de unas 121.600 toneladas métricas en 2019 a
cerca de 135.000 en 2022, posicionando asi a México como el mayor productor y exportador

de aguacate en América Latina y el mundo (Statista, 2023).




2.1.2 Taxonomia del aguacate
Las caracteristicas taxondmicas de este fruto se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas taxondémicas del aguacate (Persea americana Mill)

Familia Lauraceae
Subfamilia Lauroideae
Tribu Perseae
Subtribu Perseineae
Género Persea
Especie americanda

Tomado y adaptado de Ochoa-Zarzosa et al., 2021.

La variedad mexicana de aguacate se caracteriza por un peculiar aroma anisado presente en
sus hojas y por tener unos pequerios frutos de piel fina, con un rico sabor y de una excelente
calidad. Este fruto tiene caracteristicas que lo hacen rapidamente identificable, pues tiene una
forma de pera de un color verde oscuro cuando ain no esta maduro, a violeta-negro cuando
ha llegado a su madurez con una peculiar céscara rugosa y una pulpa verde en el exterior y
amarilla en el centro, con un hueso central que puede ser 0 muy grande o pequefio Yy,

dependiendo de su tamafio, puede pesar en promedio de 150 a 350 g (Pérez et al., 2015).

2.1.3 Morfologia del aguacate
El aguacate es un fruto de una sola semilla con una pulpa carnosa que es generalmente

conocida como drupa. Esta pulpa posee una gran variedad de colores, texturas y formas,
pudiendo llegar a medir de 7.5 a 33 cm de largo y hasta 15 cm de ancho, dependiendo del

cultivar.

El pericarpio puede tener ciertas tonalidades, desde verde a oscuras (negras), purpuras,
rojizas. La textura del exocarpio suele ser lisa 0 rugosa, lustrosa u opaca; delgada o como

cuero y de hasta 6 mm de gruesa; flexible o granulada y quebradiza (Barrientos et al., 2008).




La semilla, por otro lado, puede tener una forma ovoide, redonda o conica, de 5 a 6.4 cm de
largo, dura y pesada, de un color marfil rosado, envuelta en dos capas de color café,

frecuentemente adheridas a la cavidad pulposa, permitiendo asi la salida facil de la semilla.

Exocarpio
Mesocarpio >Pericarpio
Endocarpio

Mesocarpio

Exocarpio
O piel a

Endocarpio
(o]
Piel de la semilla

Semilla

Figura 1. Morfologia del aguacate (Tomado y adaptado de Barrientos et al., 2008).

2.1.4 Valor nutrimental del aguacate
El aguacate es considerado una fruta con una gran fuente de energia, ya que aporta alrededor

de 140 a 228 kcal de energia. Es decir, su alto valor calérico esta determinado por las altas
cantidades de lipidos que posee (alrededor del 12 al 24%), especialmente en su pulpa, donde
se han identificado de 5 a 6 acidos grasos en cantidades significativas, conteniendo acidos
grasos saturados, monoinsaturados y polisaturados. De estos, los principales acidos grasos
son el acido oleico, linoleico y palmitoleico (Lara-Garcia et al., 2021).

El consumo de este fruto proporciona niveles significativos de fibra dietética, minerales
(magnesio y potasio), vitaminas como la A, B-6, C, E, K, &cido foélico, pantoténico, colina,
fitoesteroles, ademas de un buen aporte de proteina (1-3%) y carbohidratos (0.8 al 4.8%)
(Salazar- Lopez et al., 2020).

La cantidad de potasio que este fruto posee es considerablemente elevada pues contiene 500
mg por cada 100 g de este, comparado con otros frutos que son conocidos por presentar altos
niveles de este mineral, como es el caso del platano que tiene 358 mg por cada 100 g (Duarte
etal., 2016).




El fruto del aguacate y sus subproductos que son la céscara y semilla contienen otros
nutrientes, pero en menor cantidad como los carotenoides, alcaloides, fitoesteroles,
tocoferoles, entre otros (Salazar-Lopez et al., 2020).

Dado lo anterior, algunos autores consideran al aguacate como un alimento funcional, ya que
ademés de todos los componentes anteriormente mencionados, se destaca también la
presencia de compuestos bioactivos, tales como el hidroxibenzoico, los A&cidos

hidroxicinamicos, flavonoides y procianidinas (Lara- Garcia et al., 2021).

2.1.5 Efectos del aguacate en la salud
Como ya se menciono, el aguacate contiene una gran variedad de nutrientes que lo convierten

en un fruto de maltiples estudios sobre sus efectos en la salud. EI consumo de dicho fruto
resulta beneficioso, puesto que se puede extraer de su piel, pulpa y semilla sustancias que
otorgan diversos beneficios como actividad antimicrobiana, inhibicion del dolor, efecto
antioxidante, reduccion de niveles de colesterol y de especies reactivas de oxigeno (Morelos
y Hernandez., 2019).

Se ha estudiado en los Gltimos afios que en pacientes con diabetes el aguacate resulta ser un
fruto altamente benéfico, esto debido a su bajo contenido de azlcar, ademas, el consumo de
dicho fruto en estos pacientes incrementa el periodo de saciedad, seguido de una reduccién
en la secrecién de insulina (Wien et al., 2013).

Por otro lado, los acidos grasos del aguacate ofrecen beneficios sobre los factores de riesgo
de enfermedades cardiovasculares, al reducir los niveles de colesterol LDL o “malo” y
aumentar el HDL o colesterol “bueno”, lo cual lo convierte en un fruto cardioprotector.
Ademas, la ingesta de aguacate promueve el control de la presidn arterial, debido a su bajo
contenido de sodio (Morelos y Hernandez., 2019).

El aguacate, es de los pocos frutos que contiene niveles significativos de vitamina E 'y C, lo
que le confiere una proteccion antioxidante ya que se han estudiado sus efectos protectores
sobre el ADN, resultando un fruto beneficioso contra la edad (Morelos y Hernandez., 2019).
Por otro lado, el aguacate posee un numero importante de fitoquimicos como los
carotenoides, terpenoides y glutation, que han sido estudiados por sus propiedades
anticancerigenas (Ochoa-Zarzosa et al., 2021).




Varios estudios experimentales han encontrado que el consumo de aguacate mejora la
funcion mitocondrial, disminuyendo los niveles de especies reactivas de oxigeno, actuando
asi contra el estrés oxidativo (Morelos y Hernandez., 2019).

Finalmente, el consumo de aguacate tiene un papel importante al actuar contra células
cancerosas Y Ulceras géstricas, ademés de ayudar a reducir la inflamacion en articulaciones,
mejorar la digestion, nutrir la piel, ufias, y cabello, asi como ayudar en la salud visual
(Salazar-L6pez et al., 2020).

2.1.6 Guacamole
El guacamole es un producto alimenticio elaborado con aguacates maduros. Estos son

cortados, se les retira la semilla y se separa la pulpa de la cascara. La pulpa se mezcla
coloquialmente con jugo de limén, cebolla, cilantro, chile serrano, sal y pimienta para ser
consumido inmediatamente, antes de que este empiece a oscurecerse (Gonzalez-Fernandez
et al., 2015).

Debido al rapido oscurecimiento de este preparado, se requiere el uso de aditivos para una
adecuada estabilidad y poder ser lanzado a la venta como un producto listo para comer, por
lo anterior, la industria alimentaria ha buscado alternativas que lo eviten o retrasen, como es
el uso de antioxidantes, aditivos, conservadores, y almacenamiento en temperaturas de
refrigeracion, sin embargo, no son una solucion efectiva, ademas de causar pérdida de sabor,
aroma, color y apariencia del mismo en comparacién con un preparado casero (Cortés-
Rodriguez et al., 2019). Por otro lado, el consumidor busca en la medida de lo posible que
contenga la menor cantidad de aditivos y sea lo méas natural posible, por ello, se ha buscado
el uso de extractos naturales asociados con propiedades anti pardeamiento (Bustos et al.,
2015).

Una de las alternativas que se ha propuesto actualmente para poder contrarrestar este
problema del oscurecimiento en el guacamole es secar la pulpa y usarla para posteriormente
prepararlo, sin embargo, se ha reportado una pérdida de sabor del aguacate usando esta
técnica, ademas de ser una tecnologia costosa debido al procesamiento, tiempo y costes
energéticos (Cortes-Rodriguez et al., 2019).

A pesar de sus diversos beneficios, una de las desventajas del aguacate es el ya mencionado

y rapido oscurecimiento de la pulpa, especificamente el oscurecimiento enzimatico.




2.2 Oscurecimiento enzimatico
El oscurecimiento enzimético es un proceso de cambio de color en los alimentos

(especialmente de frutas y verduras), que se da por una serie de reacciones quimicas en las
cuales intervienen diversas enzimas, de las cuales la mas comun es la polifenol oxidasa. Estas
enzimas ayudan a la conversion de compuestos fendlicos en otra clase de compuestos, las
quinonas, que se manifiestan en una coloracién marrén (Quevedo et al., 2011).

El pardeamiento de la pulpa de diversas frutas es un problema grave ya que no solo se ven
afectadas sus propiedades sensoriales y de valor comercial. Por un lado, el consumidor
percibe este pardeamiento como un indicador de mala calidad, y por otro, se produce un
efecto sobre los componentes propios del fruto como proteinas, aminoacidos y lipidos que
pueden disminuir su biodisponibilidad por los radicales libres que son generados durante la

reduccion de la molécula de quinona (Toledo y Aguirre, 2016).

2.2.1 Caracteristicas del oscurecimiento enzimatico
El oscurecimiento de los alimentos puede ser de tipo no enzimatico, que se da por asociacion

de reacciones quimicas; y el enzimatico, que requiere de enzimas presentes en el alimento y
oxigeno para que la oxidacion ocurra (Hamdan et al., 2022).

El oscurecimiento enzimético ocurre cuando todos los componentes que son esenciales para
esta reaccion se encuentran presentes. El rapido oscurecimiento de la pulpa del aguacate es
consecuencia de su exposicién al oxigeno del aire que cataliza la oxidacion de fenoles a
quinonas. Esto se produce debido a heridas en el tejido vegetal que se pueden dar durante su
cosecha, manipulacion o por estrés fisico, como el corte del fruto que lo expone directamente
al oxigeno (Quevedo et al., 2011).

En presencia de oxigeno, las enzimas presentes en la fruta del aguacate ayudan a la
conversion de los compuestos fenolicos de este fruto en quinonas. Esto se da por una
hidroxilacion de los fenoles para formar asi o-dihidroxifenoles; posteriormente se da la
oxidacion de estos en o-quinonas. Estas quinonas son capaces de polimerizarse al tomar las
moléculas mas pequefias para unirlas y formar una cadena larga de polimeros conocidos

como melanina (Higuera et al., 2022).




Esta polimerizacion de la melanina, que se da especialmente en la fraccion acuosa de las

frutas, se manifestara con una coloracién marrén a negra (Bustos et al., 2017).

OH OH PO +
PPO PPO Oz Polimerizacién -
~% - E ? —>Melanina
R Fenoles Hidroxilacion R OH Oxidacién o
O-dihidroxifenoles O-quinonas

Figura 2. Mecanismo de reaccion del oscurecimiento enzimético (Tomado y
adaptado de McEuvily et al., 1992).

Es necesaria la exposicion al oxigeno de la pulpa del aguacate, para que los compuestos
fendlicos, que estan almacenados en las vacuolas de las células vegetales, en situaciones que
disminuyan la integridad de la membrana de la célula vegetal (cortes, golpes, etc.) se puedan
unir a las enzimas que se encuentra en el citoplasma circundante (Hamdan et al., 2022).

Sinembargo, la actividad de las enzimas que intervienen en el oscurecimiento, parecen actuar
como un mecanismo de defensa contra agentes nocivos, como plagas y bacterias ya que las
guinonas son compuestos toxicos para las bacterias, permitiendo asi que la fruta dure un poco

mas después de su exposicion al oxigeno (Nicolas et al., 2003).

2.2.2 Prevencion del oscurecimiento enzimatico
Como se menciond en los apartados anteriores, el pardeamiento enzimatico es una reaccion

de oxidacion donde la presencia de oxigeno y dafios fisicos provocados por la manipulacién
del aguacate desencadenan una reaccién que da como resultado esa coloracion café
indeseable; sin embargo, esto se puede prevenir eliminando el oxigeno de la superficie de la
fruta, pero esto no dura mucho ya que el pardeamiento se recupera cuando el oxigeno es

reestablecido en la superficie (Quevedo et al., 2011).




2.2.3 Tecnologias no térmicas, térmicas y métodos combinados para la prevencion del
oscurecimiento enzimatico
Las tecnologias no térmicas, térmicas y métodos combinados constituyen uno de los

tratamientos alternativos para evitar o inhibir el oscurecimiento y se ha investigado mucho
sobre estos en los Gltimos afios no solo aplicado en el aguacate, sino también en otras frutas
y verduras (Toledo y Aguirre, 2016).

En cuanto a las tecnologias no térmicas, algunos de los métodos utilizados para retrasar o
inhibir el oscurecimiento enzimético son:

v Alta presién hidrostatica: Este método consiste en la aplicacién de alta presion
hidrostatica, para desestabilizar la estructura secundaria de las enzimas responsables
del pardeamiento e inactivar algunos microorganismos sin alterar sus propiedades
sensoriales y valor nutricional, ya que solo se ven afectadas las interacciones
hidrofobicas de las estructuras bioldgicas. Se ha estudiado que es necesario un
tratamiento con diferentes presiones a diferentes tiempos para inhibir a las enzimas
responsables del pardeamiento y evitar que lleven a cabo la reaccion de
oscurecimiento. Es una buena alternativa, sin embargo, el oscurecimiento se
recuperara en cuestion de semanas. En resumen, es necesario controlar las variables
del proceso (tiempo, temperatura y pH) para prevenir una reactivacion de las enzimas.

v" Ultrasonido: Este es otro método usado como alternativa para inhibir la actividad
enzimatica en diversas frutas como el aguacate. El principio de este método es la
cavitacion de la matriz liquida en la que las enzimas son suspendidas. La alta
frecuencia lleva a la formacion, crecimiento e implosion de pequefias burbujas de gas
en el liquido, afectando asi la actividad de las enzimas. Sin embargo, en algunos
estudios donde se ha usado puré de aguacate se observa un incremento de la actividad
enzimatica después de la aplicacion del tratamiento, lo cual deja un poco de duda
sobre su eficacia.

v Atmosfera modificada: Este método no inhibe la actividad catalitica de las enzimas
responsables del pardeamiento enzimatico, sin embargo, la ausencia de oxigeno en el
medio provocado por el cambio de atmosfera detiene la progresion de las enzimas, al
menos hasta que se reincorpore el oxigeno en el sistema.

v" Proteccion contra el oxigeno: el uso de envases herméticos o plasticos adheribles

resultan indispensables para evitar el oscurecimiento de frutas, como la pulpa del




aguacate. Sin embargo, la prevencion del oscurecimiento falla cuando las condiciones
de bloqueo de oxigeno ya no se mantienen y el cambio de color serd més acelerado
(Nicolas et al., 2003).

Por otro lado, la inhibicién del pardeamiento en la pulpa del aguacate usando
tratamientos térmicos fue uno de los primeros métodos utilizados y se ha declarado
como el més eficaz para el control de la actividad enzimatica.

Tratamiento con altas temperaturas: Se ha estudiado mucho sobre la aplicacién de
altas temperaturas (60-80°C) y ha sido declarado como uno de los métodos mas
eficaces para el control de la actividad enzimatica. Se ha visto que
independientemente del estado de madurez, después de 10 minutos de la aplicacion
del tratamiento, la actividad enzimatica se ve reducida en un 50 a 60%. Sin embargo,
se ha visto que después de la aplicacion térmica, se desarrollan sabores amargos
(muchas veces indeseables) en el producto final.

Tratamientos con bajas temperaturas y congelacién: Una reduccidn de la temperatura
induce una marcada disminucion del oscurecimiento enzimatico, sin embargo, el
cambio de color sigue siendo rapido aun a 0°C. Por ello es necesario una rapida
congelacion que permita llegar a la temperatura de cristalizacion del agua de manera
rapida, para evitar dafios en el tejido vegetal. Una vez congelado, el cambio de color
del fruto estara blogueado mientras se mantenga la temperatura de congelacion, si
esta llegase a subir el oscurecimiento comenzard y serd mas rapido dado el dafio
celular. La inactivacion de las enzimas responsables del pardeamiento en las frutas
mediante métodos combinados es un ultimo intento por lograr preservar la calidad
del fruto o producto final lo mejor posible.

Uso combinado de alta presion y temperatura: Se ha observado que la temperatura
Optima para la inhibicion enzimatica en aguacate es a 65°C y los cambios acidos en
el pH, hacen maés sensible a las enzimas al tratamiento de alta presion (Toledo y
Aguirre, 2016).

En la tabla 2, se resumen las tecnologias no térmicas, térmicas y métodos combinados

para la prevencion del oscurecimiento enzimatico.
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Tabla 2. Métodos fisicos para prevenir el oscurecimiento enzimatico

Métodos Mecanismo de accion

Inmersion Inmersion  del fruto o productos
derivados en soluciones de extractos
naturales o quimicos

Tratamiento con altas temperaturas Reduccion de la PPO por el cambio de
temperatura en la matriz del fruto
Tratamiento con bajas temperaturas y | Reduccién de la temperatura a 0°C para
disminuir el pardeamiento enzimatico

congelacién

Alta presion hidrostatica Desestabilizacion de la estructura de la
enzima, afectando las interacciones
hidrofébicas.

Ultrasonido Fenomeno de cavitacion: formacion de
pequefias burbujas de gas en la matriz
liquida donde se encuentra la enzima,
afectando la actividad de esta.
Atmosferas modificadas La ausencia de oxigeno en el medio de
reaccion detiene la progresion de la
PPO, al menos hasta el momento en que
el oxigeno se reincorpora al sistema

Tomado y adaptado de Toledo y Aguirre, 2016.

2.2.4 Métodos quimicos usados para la inhibicion del oscurecimiento enzimatico
Por otro lado, los métodos quimicos buscan inhibir la aparicién de los pigmentos marrones.

En esencia, lo que se busca para evitar el oscurecimiento es la inhibicion de la actividad
enzimatica, centrandose en eliminar todos los componentes que desencadenan la reaccion.
Es por ello que el uso de antioxidantes e inhibidores del pardeamiento cada vez son mas
usados en la industria alimentaria y en los hogares, ya que frutos como el limon rico en
antioxidantes, evitan la formacion del color y el cambio de sabor. De esta forma, alargan la
vida util del alimento ya que las enzimas son sensibles a la condicion acida que el limon
provee al fruto al acidificar el medio, aungue esta proteccion no es tan larga, si prolonga mas
tiempo el oscurecimiento que los métodos fisicos ya mencionados (Khettal et al., 2017).

Hamdan et al. (2022) mencionan que otros métodos mas comunes para evitar el
oscurecimiento enzimatico de algunas frutas y verduras a nivel industrial es la adicion de

agentes antioxidantes, quelantes, inhibidores de la enzima, tratamientos enzimaticos,
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acidificacion del medio con &cido ascorbico o acido citrico, tratamientos térmicos o el uso de
extractos derivados de otras frutas u hojas. Sin embargo, no en todos los casos se obtienen
los resultados deseados ya que se puede prevenir el oscurecimiento, pero no por un largo

periodo de tiempo o la calidad nutricional de los frutos se pueden ver afectados.

2.3 Recubrimientos comestibles
En los dltimos afios, la creciente preocupacion por el impacto que tienen los residuos

plasticos sobre el medio ambiente ha Ilevado a la busqueda de nuevas alternativas para el
envasado de alimentos a fin de generar la menor cantidad de estos.

La conservacion de los alimentos es un punto importante en la industria alimentaria, debido
a que el consumidor busca que contengan la menor cantidad de aditivos y/o sustancias
quimicas y que el alimento se conserve lo mas fresco posible. La investigacion para crear
recubrimientos y peliculas comestibles que ademas protejan los alimentos y verduras ha ido
en constante evolucion y aumento. Las peliculas y recubrimientos comestibles (PRC) han
sido un campo de estudio prolijo en los ultimos afios ya que se busca que su uso no se limite
a solo un sustituto de residuos, sino a que mejore la apariencia, conservacion, propiedades y
sabor de los alimentos en los que son aplicados (Ramos et al., 2012).

Las PRC son finas capas formuladas que son aplicados directamente sobre la superficie de
un alimento o fruto mediante inmersion, rociado u otra técnica y son aptas para el consumo
humano. Estas funcionan como barrera frente a distintos agentes externos (como el vapor de
agua, oxigeno y humedad), asi como proteccién frente a distintos microorganismos. Ademas,
contienen en su formulacién aditivos alimentarios como antioxidantes y nutracéuticos
(probioticos, vitaminas, etc.) para mejorar su calidad, propiedades funcionales, prolongar la
vida dtil de los alimentos y mantenerlos lo mas frescos posible (Ramos et al., 2012).

La mayoria de recubiertos y peliculas comestibles, son elaborados a partir de polisacaridos
por sus buenas propiedades de adherencia a los frutos, lo cual permite que sean mas efectivos.
Los biopolimeros mas comdnmente utilizados para la preparacién de PRC, son elaborados a
partir de: polisacaridos (como el almidén, pectina, celulosa, alginato y carragenano),
proteinas (gelatina, caseina, gluten de trigo y zeina) y lipidos (acido estearico, ceras y grasas,
ésteres de acidos grasos), los cuales son usados solos 0 combinados entre si, ademas de que

se les pueden afadir plastificantes (sorbitol, glicerol) para mejorar la resistencia a la
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transferencia de humedad y evitar que sea fragil al mejorar la flexibilidad y extensibilidad
(Vazquez-Luna et al., 2019).

De manera general, no hay diferencias en la composicion de las PRC, excepto quiza en su
espesor que suele ser mayor en las peliculas y que estas se pueden usar como cubiertas, bolsas
0 cépsulas. A pesar de esto, no estan disefiadas para desecharse, sino que forman parte del
producto final (Ramos et al., 2012).

2.3.1 Uso de &cido citrico como antioxidante en peliculas comestibles
La adicion de antioxidantes a la formulacion de las peliculas ayuda a mejorar su funcion

conservante y reducir el pardeamiento de frutas y verduras producto de la oxidacion de
nutrientes. Para lograr la adicion de algunos antioxidantes, es necesario evaluar como
influiran en la formulacién de la pelicula, las interacciones quimicas y las caracteristicas del
producto alimenticio al que sera aplicado la pelicula, ya que muchos antioxidantes (como el
acido citrico) modifican de manera notoria el sabor y las caracteristicas en ciertas frutas y
verduras (Eca et al., 2014).

La mayoria de los antioxidantes naturales usados para formular peliculas se obtienen de
extractos de plantas, algunas frutas, especias, hojas, etc. y destacan porque su capacidad
antioxidante es comparable e incluso superior a los antioxidantes sintéticos, lo cual otorga
mejor aceptacion al consumidor (Ramos et al., 2012).

El &cido citrico, adicionado como compuesto puro en la formulacién de peliculas, reduce la
permeabilidad al oxigeno de estas, que protege de manera potencial al material contra la
oxidacion y ademas actia como agente antimicrobiano frente a algunos microorganismos
como Clostridium perfringens, L. monocytogenes y Salmonella spp (Eca et al., 2014).
Finalmente, para algunos biopolimeros (como el quitosano), la acidificacion del medio es
importante para mejorar la solubilidad en agua de estos. Por ello el uso de acido citrico es
importante ya que acidifica el medio hasta bajar a un pH cercano al 3, 6ptimo para la
solubilidad (Salama et al., 2020).
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2.3.2 Quitosano como biopolimero usado en peliculas comestibles
El quitosano es un biopolimero producto de la desmineralizacion y desproteinizacion de la

quitina, que se encuentra comdnmente en algunas especies marinas, ejemplo de ellas el
camaroén, cangrejos, calamares y langostas (Nwe et al., 2011).

El quitosano puro presenta una baja solubilidad en medios acuosos; sin embargo, en medios
acuosos que son previamente acidificados, los grupos aminos se convierten en cationes de
amonio, permitiendo asi que actien con diversos tipos de moléculas, aumentando su

hidrofilia y mejorando también su solubilidad en agua (Salama et al., 2020).

OH

HO 0O
NH,
OH

NH,

Figura 3. Estructura del quitosano (Tomado de Muxika et al., 2017).

El uso de empaques y recubrimientos que son elaborados a base de quitosano mejora la
preservacion de la calidad de los alimentos ya que extiende su vida en anaquel debido a sus
propiedades antimicrobianas. Esto es porque el quitosano posee cargas cationicas
responsables de unirse a los componentes anionicos de las membranas bacterianas: grupos
fosforilo, proteinas, aminoacidos y lipopolisacéridos a través de atracciones electrostaticas y
ruptura de la permeabilidad de la membrana celular del microorganismo que se desea inhibir
(Salama y Hesemann, 2017). El quitosano, inhibe el crecimiento de algunos grupos de
bacterias Gram negativas y Gram positivas, ademas de poseer actividad antifungica (Sahariah
y Masson, 2017).

En algunos estudios se ha analizado que para preparar una solucion de quitosano se pueden
emplear diferentes proporciones de reactivos, siendo para el quitosano la maxima de 2% y
una minima de 1.5% y tomando en cuenta que la solucién no debe someterse a temperaturas
superiores a 40°C (Fernandez-Pan et al., 2015). Al aumentar la concentracion de quitosano
en una pelicula, tendremos como resultado una pelicula aspera y gruesa (Ngo et al., 2020).
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Finalmente, se puede utilizar algun plastificante para incrementar asi la flexibilidad de la
pelicula, ya que sin este se tendria una pelicula fragil, es por ello que el uso de plastificantes

como el glicerol, mejoran las propiedades mecanicas en la formulacion (Ramos et al., 2012).

2.3.3 Uso de glicerina en peliculas comestibles
El glicerol, también llamado glicerina, es un alcohol con tres grupos hidroxilos soluble en

agua. Es el plastificante mas popular usado en la produccion de peliculas dada su gran
compatibilidad con materiales y porque ofrece ademéas una buena elasticidad a las peliculas
sin reducir la resistencia a la tension (Alata et al., 2019).

El glicerol tiene gran compatibilidad con el quitosano, por lo que, al ser usado para la
elaboracion de peliculas con estos dos componentes, tienden a ser mas hidrofobicas, ya que
el glicerol, por sus tres grupos hidroxilo, interrumpe en la interaccion de las moléculas de
quitosano que estan formando puentes de hidrégeno con los grupos amino, previendo asi de
flexibilidad y traslucidez a la pelicula (Chen et al., 2018).

2.4 Antioxidantes

2.4.1 Generalidades de los antioxidantes
Hamdan et al. (2022) definieron a los antioxidantes como sustancias, de origen natural o

sintético, que ayudan a proteger a las proteinas, lipidos y otras biomoléculas de la oxidacién
provocada por algunas enzimas presentes en frutas y verduras, de esta forma, se logra evitar
la formacion de sabores y colores desagradables en estas y ademas se prolonga su vida Util.
La adicion de antioxidantes en la industria alimentaria es algo que se ha utilizado desde hace
méas de 50 afios para prevenir la oxidacion y el pardeamiento de frutas y verduras, sin
embargo, varios antioxidantes que son agregados a estos resultan de gran preocupacion, pues
se han asociado con toxicidad en algunas personas que son alérgicas o sensibles a algunos de
ellos (Hamdan et al., 2022).

2.4.2 Uso de los antioxidantes en la industria alimentaria
Para poder controlar el pardeamiento en productos derivados de frutas y verduras, como lo

es el pure de aguacate o guacamole, se han afiadido soluciones antioxidantes como el &cido

ascorbico y sus derivados, esto dadas sus propiedades reductoras. Sin embargo, no es algo
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cien por ciento efectivo y solo es temporal por lapso de horas hasta que todos los
componentes necesarios para que ocurra el pardeamiento vuelvan a estar presentes (Favre et
al., 2018).

Otra alternativa que se dio fue la adicién de compuestos de sulfito, como el didxido de azufre
y sulfitos, como inhibidores y antioxidantes sintéticos que ayuden a controlar el pardeamiento
enzimético y no enzimatico de algunos productos alimenticios. Estos compuestos pueden
resultar efectivos, pero la principal preocupacion es que estos pueden causar varios efectos
secundarios en algunas personas, por ello, la FDA en 1986, prohibié el uso de estos
compuestos en la industria (Hamdan et al., 2022). Por otro lado, el uso de agentes quimicos
antioxidantes sintéticos como el hidroxitolueno butano se han asociado con hepatotoxicidad
y tener propiedades cancerigenas (Hamdan et al., 2022).

Dado todos estos antecedentes, se han buscado nuevas alternativas en aditivos que eviten el
oscurecimiento y que provengan de fuentes naturales e incluso de otros frutos, hojas, plantas
0 hierbas como conservantes naturales para frutas, verduras y sus derivados (Favre et al.,
2018).

Actualmente, la investigacion se centra en extractos naturales con potencial propiedad
antioxidante y anti oscurecimiento para preservar frutas, verduras y sus derivados. Ademas
de esos beneficios, se busca que estos compuestos naturales posean una alta calidad de
sustancias bioactivas que, en consecuencia, sean beneficiosas para la salud y que también

complementen y enriquezcan aun mas estos frutos (Hamdan et al., 2022).

2.4.3 Acido citrico, cebolla y limén como agentes anti oscurecimiento en el guacamole
El acido citrico es un &cido organico tricarboxilico, que esta presente en la mayoria de las

frutas, especialmente en citricos como la naranja y el limon. Este es un buen conservante y
antioxidante natural y es afiadido durante el envasado de muchos alimentos (De'Nobili et al.,
2016).

Este acido actla acidificando el medio al que es afiadido, de este modo, las enzimas
responsables de que ocurra el pardeamiento en las frutas, que son sensibles a las condiciones
acidas del medio, disminuyen la polimerizacion y retrasan el oscurecimiento (Hamdan et al.,
2022).
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De forma similar, el limén realiza su funcion, ya que es muy comdn afiadir el jugo de este
citrico al guacamole una vez preparado, que ademas de retrasar el oscurecimiento como ya
se menciono, da un aporte extra de vitamina C (acido ascérbico). Ademas, actia como un
antioxidante, por lo que la adicion de jugo o extractos de este fruto aporta doble beneficio de
antioxidante a frutas y verduras, en especial al aguacate (Nicolas et al., 2003).

La cebolla (Allium cepa) es un fruto ampliamente usado en la cocina y que forma parte de la
dieta diaria de las personas. Ademas de sus aportes nutricionales, otorga un sabor agradable
a los alimentos que son preparados con ella. Es bien sabido que posee una gran fuente de
flavonoides saludables (flavonoides y quercetinas) y otros compuestos que contienen azufre
como el trisulfuro de alilo acetilcisteina, etc (Tinello et al., 2020).

Busto et al. (2017) observé que al obtener extracto de cebolla y adicionarlo a la pulpa del
aguacate, mejora notablemente la capacidad antioxidante en casi un 60%, concluyendo que
esto podria atribuirse a los compuestos de la cebolla que contienen azufre y sus derivados.
Por otro lado, Lim et al. (2019) estudio la inhibicién de la polifenol oxidasa en extractos
acuosos de cebolla, concluyendo que se tiene un buen efecto de inhibicidn sobre esta, debido
a que el extracto obtenido contiene el grupo sulfhidrilo, que permite la interaccion con el
cobre del sitio activo de la enzima, lo que dificulta su actividad catalitica.

En conclusién, diversos extractos y agentes naturales anti oscurecimiento, se pueden utilizar
para reemplazar los productos quimicos peligrosos usados por la industria, ademas de afiadir

mayor valor nutrimental, sabor y aroma aceptables para el consumidor.

17




3. JUSTIFICACION
Las reacciones de oscurecimiento, como la que desencadena la polifenol oxidasa, es un

problema comun en el aguacate que afecta su aspecto fisico y valor nutricional. Esta reaccion
de oscurecimiento es algo indeseable en dicho fruto y sus derivados como el guacamole.
Para solucionar esto, se afiaden antioxidantes y compuestos de sulfito como el diéxido de
azufre o se someten a procesos fisicos como refrigeracion. Sin embargo, no son soluciones
efectivas a largo plazo y el producto tomara un color café, que hace que sea menos atractivo
e incluso el sabor de este se vea afectado.

Es por ello que la importancia de este trabajo radica en el disefio, elaboracion y aplicacion de
una pelicula comestible a base de quitosano, acido citrico y extracto de limon-cebolla que

disminuya o reduzca la actividad enzimética en el guacamole, retrasando su oscurecimiento.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Disefar una pelicula comestible con base en quitosano, acido citrico y extracto de limon-

cebolla para alargar la vida atil de guacamole.

4.2 Objetivos especificos

Formular peliculas comestibles a partir de quitosano, acido citrico y extracto de limon-
cebolla.

Analizar el efecto de la aplicacion de peliculas comestibles formuladas en sus
propiedades antioxidantes, anti oscurecimiento, antimicrobianas durante el
almacenamiento.

Evaluar el efecto del almacenamiento sobre las caracteristicas fisicas, microbioldgicas,
antioxidantes de la pelicula comestible seleccionada.

Analizar el efecto de la aplicacién de pelicula comestible almacenada en las

caracteristicas antioxidantes, de color, sensorial y microbiologicas del guacamole.
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e O

. MATERIALES Y METODOS
Material de vidrio: el necesario para cada determinacion.

e Material bioldgico: Aguacate variedad Hass, limon y cebolla en buen estado, sin
magulladuras o contaminacion evidente. Quitosano.

e Reactivos los necesarios para cada determinacion grado analitico o grado alimenticio

Tabla 3. Métodos y referencias utilizados en la investigacion.

Determinacion Técnica Referencia

Color Colorimetria Rodriguez-Campos et al.,
(2020)

Compuestos fenolicos Método Gao et al., (2004)

Capacidad antioxidante

Bacterias mesofilicas
aerobias

Mohos y levaduras

Permeabilidad al vapor de

agua

Espesor

Dureza

Humedad

espectrofotométrico (Folin-
Ciocalteu)

Método
espectrofotométrico
(DPPH)

Vertido en placa

Vertido en placa

Método gravimétrico

Torsion de tornillo

Resistencia a la traccién

Método de secado en horno

Luna-Guevara et al.,
(2014)

NOM-092-SSA1-1994

NOM- 092-SSA1-1994

Norma ASTM-E96

Aparicio-Fernandez et al.,

(2018)

Kumar et al., (2021)

Aparicio-Fernandez et al.,
(2018).
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Tabla 4. Equipos utilizados en la investigacion.

Equipo Marca Modelo
Autoclave CISA AS-25
Balanza analitica Ohaus — Serie Pioneer PA 224C
Centrifuga Premiere XC-2450
Colorimetro PCR TCR 200
Contador de colonias SOL-BAT Q-20
Deshidratador Excalibur 2900ECB
Horno Felisa FE-293AD
Micrémetro Qfun IP54
Texturometro EZ-test EZ-SX
Incubadora LUZUREN DHP-500
Parrilla digital Fisher Scientific Isotemp
Refrigerador MABE RMT510
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7. METODOLOGIA

7.1 Preparacion de extracto de limon-cebolla
Se prepararon dos extractos, uno de limon y uno de cebolla. El limon y la cebolla se seleccionaron

con base en sus caracteristicas sensoriales, sin lesiones o contaminacion evidente. Los limones se
lavarony secaron con papel absorbente. A las cebollas se les eliminé la primera capa no comestible.
Para preparar el extracto de limon estos se cortaron y se extrajo el jugo de este, posteriormente se
metio a desecador a 40°C * 5°C por 2 a 4 h aproximadamente. Una vez pasado ese tiempo, se
resuspendio el limén deshidratado con agua destilada en una relacién 1:4 (por cada gramo de limon
seco se agregaron 4 mL de agua destilada). Se cold y filtro.

Por otro lado, la cebolla se cortd en cuadros y se meti¢ al desecador a 40°C + 5°C por 24 h.
Posteriormente se tomd 1 g de la cebolla deshidratada, esta se coloc6 en un matraz de 50 mL
cubierto con aluminio con 25 mL de agua destilada por 1 h con agitacion constante. El extracto se
filtr6. Ambos extractos se mezclaron en una relacion 1:4. Se guardé en refrigeracion en un frasco
ambar. Lo anterior se realiz6 para estandarizar la cantidad de extracto de limon y extracto de cebolla
agregado en la formulacion de la pelicula comestible.

7.2 Preparacion de la peliculas comestibles (F1, F2, F3, F4 y control)
La elaboracién de las peliculas comestibles se realizd con la metodologia propuesta por Kumar et

al. (2021) con algunas modificaciones.

Se realiz6 un estudio preliminar de diversas formulaciones (12) de las cuales se seleccionaron 4
con base en medicion de color al ser aplicadas en guacamole. La Tabla 5 nos muestra los
componentes y el porcentaje en que fueron formuladas las 4 peliculas seleccionadas y el control.
Las 4 formulas tienen en comun dos componentes importantes: Quitosano (2%) y glicerina (1%)
como base, variando en porcentajes el extracto de limén-cebolla, acido citrico y agua. Las
diferentes variaciones en los porcentajes de extracto limon-cebolla y &cido citrico aplicados en las
peliculas se realizaron para evaluar como influyen las diferentes concentraciones en la disminucion
o retardo del oscurecimiento enzimatico al ser aplicadas a guacamole y observar asi que pelicula
resultd mejor y poder relacionarlo con los porcentajes de extracto y &cido citrico afiadido. A las 4
formulaciones y al control se les midi6 color, se les evaluaron compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante y se realizo un analisis microbiologico. Con base en los resultados obtenidos, se

selecciond la pelicula comestible F1 para estudios de caracterizacion y evaluacion sensorial.
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Para la preparacion de las peliculas, primero se colocd la cantidad de agua indicada para cada
formulacién, con la glicerina, se colocé en una parrilla a agitacién media, se dejé que se integrara
la glicerina por al menos 5 minutos, posteriormente se agrego el acido citrico y el extracto. Se dejé
en agitacion otros 5 min. Por ultimo, se fue agregando poco a poco, pero con agitacion rapida el
quitosano, una vez agregado todo el quitosano se dejé en agitacion rapida unos min y luego se
disminuy6 poco a poco hasta dejar en una agitacion media. Se dejo6 agitando de 10 a 15 min o hasta
que todo el quitosano estuviera perfectamente solubilizado. Se dej6 reposar 2 h a 4°C para eliminar
burbujas de aire que se pudieran haber formado.

Se formaron cajas de papel estrella de 18 x 12 cm, se colocé el preparado de las formulaciones en
cada una de las cajas hasta que quedara toda el area cubierta, se dejé reposar otros 20 min y se
metieron al deshidratador por 2 a 3 h a 45°-60°C.

Tabla 5. Formulaciones de peliculas

Formulal Fo6rmula2 Formula3 Férmula4 Pelicula
Control
Quitosano % 2 2 2 2 2
Glicerina % 1 1 1 1 1
Ac. Citrico % 2.5 2.5 2 1.5 2.5
Extracto % 1.5 1 2 2 -
Agua % 93 93.5 93 93.5 94.5

7.3 Obtencion de guacamole
Se seleccionaron aguacates variedad Hass en su estado 6ptimo de maduracion, con caracteristicas

sensoriales adecuadas y sin lesiones o contaminacion evidente. Se lavaron, secaron con papel
absorbente y se cortaron para obtener la pulpa. Esta pulpa se colocé en un procesador de alimentos

para obtener el puré de aguacate y se le adiciond 2% de NaCl.
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7.3.1 Medicion de color, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante a guacamole al
tiempo O h
Se realizo la determinacion de color a guacamole preparado, para lo cual se utiliz6 un colorimetro;

se midieron 3 diferentes zonas.
Se determinaron los pardmetros L* (Luminosidad), a* (+rojo, -verde) y b* (+amarillo, - azul) que

fueron usados para calcular el cambio de color total (AE) usando la siguiente ecuacion:

AE = \J(L* — Lp)?2 + (a* — aj)? + (b* — b})?

Donde L*p, a*oy b*oson los parametros de color iniciales al tiempo 0 h.

Para el analisis de la capacidad antioxidante se siguié la metodologia propuesta por Luna-Guevara
et al. (2014) y para la prueba de compuestos fendlicos se siguio el método propuesto por Gao et al.
(2004) ambos con modificaciones, para lo cual se realiz6 una extraccion de 10 g de guacamole en
100 mL de una mezcla de agua-acetona en una relacion 70:30 (70 mL de acetona y 30mL de agua),
durante 30 min en agitacion constante. Transcurrido el tiempo se filtrd el extracto obtenido y se
repartio en 2 tubos falcon, a un tubo se le agregaron 15 mL de etanol y al otro 15 mL de metanol.
Estas diluciones se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min y se continu6 con la determinacion
de la capacidad antioxidante.

Para la capacidad antioxidante se tomd una alicuota de 100 pL del extracto solubilizado en etanol
para un tubo tapado y 100 pL del extracto solubilizado en metanol para otro tubo tapado,
posteriormente se le adiciond a cada uno 900 pL de disolvente que fue para un tubo agua y para
otro etanol y se agregd 1mL de DPPH. Se mezcl6 perfectamente, dejando reposar la reaccion por
30 min en ausencia de luz, se realiz6 la lectura de la muestra en espectrofotometro UV-Vis a 517
nm.

Los compuestos fenolicos totales se determinaron tomando una alicuota de cada extracto que fue
solubilizado previamente y se le adiciond 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau 0.1 M. La mezcla
se dejo en reposo por 3 min a temperatura ambiente en oscuridad. Pasado este tiempo, a la mezcla
se le adiciond 1 mL de Na>COz al 0.5%. La mezcla se dejo reposar 30 minutos en obscuridad y se

procedio a su lectura en el espectrofotometro UV-Vis a 765 nm.
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7.4 Aplicacion de peliculas comestibles (F1, F2, F3, F4 y control) a guacamole
Las peliculas comestibles (F1, F2, F3, F4 y control) se aplicaron sobre guacamoles en cajas Petri.

Para poder realizar las determinaciones de compuestos fenodlicos, antioxidantes y anélisis
microbiologico fue necesario mezclar la pelicula al guacamole hasta que esta se integrara

completamente en el guacamole.

7.4.1 Medicion de color, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
Se realizaron las mismas pruebas mencionadas en el apartado 7.3.1. Para guacamole al que se le

aplicaron las peliculas comestibles (F1, F2, F3, F4 y control). Las mediciones se realizaron al

tiempo 0y 48 h a dos temperaturas de almacenamiento de los guacamoles (4° y 20°C).

7.4.2 Analisis microbiologico
Se procedié a realizar una cuantificacion de bacterias mesofilicas aerobias (BMA) y mohos mas

levaduras en guacamole al que se le aplicaron las peliculas comestibles F1, F2, F3, F4 y control.
Las mediciones se realizaron al tiempo 0 y 48 h a dos temperaturas de almacenamiento de los
guacamoles (4° y 20°C).

Se utilizé la técnica de vertido en placa. De manera general, se tomd 1 g de guacamole con pelicula
y se colocé en un tubo con 9 mL de agua peptonada. Se colocé en vortex 1 min. Posteriormente se
tomd6 1mL de la muestra y se colocé en caja Petri para realizar siembra. Para BMA se usé agar
nutritivo y para mohos-levaduras agar papa dextrosa. BMA se incubaron a 37°C + 2°C durante 24

h. Mohos y levaduras se incubaron a 22°C + 2°C durante 72 h.

7.5 Seleccidon de pelicula comestible F1 para almacenamiento y pruebas de caracterizacion
Con base en los parametros obtenidos en el apartado 7.4, se seleccioné la pelicula comestible F1

para la realizacién de pruebas de caracterizacion al tiempo O h y para ser sometida a
almacenamiento por 28 d a dos diferentes temperaturas (4° y 20°C) y evaluar asi como se comporta

y que tanto afecta la temperatura y el tiempo de almacenamiento las propiedades de la pelicula.
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7.5.1 Espesor de pelicula comestible F1 y control
El espesor de la pelicula se determind utilizando un micrometro milimétrico. Se tomaron medidas

en 5 posiciones aleatorias de la pelicula.

7.5.2 Permeabilidad al vapor de agua a pelicula comestible F1 y control
La permeabilidad al vapor de agua se midié después de la elaboracion y el almacenamiento

utilizando el método de agua de acuerdo con la Norma ASTM-E96. Se sellé con pelicula en la
parte superior un recipiente que contenia agua destilada sin que la pelicula tocara el agua. Se sellé
en sus laterales con Parafilm. Se colocd a 4°C y 25°C para ir pesando cada h por 6 h. La
Permeabilidad al vapor de agua se calcul6 con la siguiente ecuacion:

p pilidad al d ( g mm )_WVTRXL
ermeaotiidaad at vapor ae agua hm2kPa = AP
Donde WVTR es la tasa de transmision de vapor de agua expresada en (g/h m?), Lc es el espesor de

la pelicula (mm) y AP es la diferencia entre la presion de vapor de agua parcial (kPa).

7.5.3 Resistencia a la traccion y rotura de pelicula comestible F1 y control
Para esta prueba se utilizé un analizador de textura (EZ-test, EZ-SX, Shimadzu corp., Japon), para

lo cual se cortaron rectangulos de pelicula de aproximadamente 3.5 x 6 cm. Estos se sujetaron
firmemente en las pinzas del equipo, a una distancia de 3 cm. Se registro la fuerza y la deformacion,
en el software TRAPEZIUM X Material Testing Operation Software.

Resistencia a la traccion y la resistencia a la rotura se calcularon usando las siguientes ecuaciones:

Fuerza maxima (N)

Resistencia a traccion (MPa) =
espesor (mm) X ancho (mm)

. . (Ll - LO)
Resistencia a la rotura (%) = —T x 100
0
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7.5.4 Humedad a pelicula comestible F1 y control
La humedad se determiné mediante secado en horno que debia estar a 105°C hasta peso constante.

Se metieron a horno (Felisa) 24 h previas charolas de aluminio perfectamente lavadas y secadas.
Se sacaron del horno pasadas las 24 h y se pusieron en desecador por 15 min. Se pesé 1g de pelicula
y se regreso a estufa por 5 h aproximadamente. Se sacaron, se metieron a desecador 15 min y se

pesaron.

7.5.5 Medicion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante a pelicula comestible F1y
control
Se evaluaron los compuestos fendlicos a ambas peliculas al tiempo O h y después de su

almacenamiento por 28 d 4°y 25°C. Se realizaron dichas mediciones con la metodologia propuesta
por Gao et al. (2004). Se pes6 aproximadamente 1 g de pelicula, se coloc6 en un vaso con 200 mL
de agua, se calento en parilla con agitacién media a 50°C durante 30 min. Una vez pasado ese
tiempo, se detuvo la agitacion y se dejé reposar por al menos 15 min.

Para la prueba de compuestos fenolicos se tom6 1 mL del sobrenadante de la muestra y se le
adicion6 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau (0.1 M). La mezcla se dejo en reposo por 3 min a
temperatura ambiente en un tubo de vidrio de 10 mL en oscuridad. Pasado este tiempo, a la mezcla
se le adicion6 1 mL de Na;COs al 0.5%. La mezcla se dejo reposar 30 min en oscuridad y se
procedid a su lectura en el espectrofotémetro UV-Vis a 765 nm.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante a ambas peliculas al tiempo 0 h y después de su
almacenamiento por 28 d a 4° y 25°C se realizd esta medicion con la metodologia propuesta por
Luna-Guevara et al. (2014). Para ello, se tomo una alicuota de 1 mL de muestra, posteriormente
se le adiciond 1 mL del reactivo DPPH. Se mezcld perfectamente, dejando reposar la reaccion por
30 min en ausencia de luz, se realizd la lectura de la muestra en espectrofotometro UV-Vis a 517

nm.

7.5.6 Analisis microbioldgico a pelicula comestible F1 y control
Se procedié a realizar una cuantificacion de bacterias mesofilicas aerobias (BMA) y mohos mas

levaduras tanto en la pelicula comestible F1 como en la pelicula control a las 0 h y 28 d después

de ser almacenada a 4°C y 25°C.
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Se utilizo la técnica de vertido en placa. De manera general, se tomo 1 g de pelicula y se colocé en
un tubo con 9 mL de agua peptonada. Se colocd en vortex 1 min. Posteriormente se tom6 1 mL de
la muestra y se coloco en caja Petri para realizar siembra. Para BMA se uso6 agar nutritivo y para
Mohos y Levaduras agar papa dextrosa. BMA se incubaron a 37°C £ 2°C durante 24 h. Mohos y
levaduras se incubaron a 22°C + 2°C durante 72 h.

7.5.7 Pruebas de caracterizacion a pelicula F1 28 d después del almacenamiento a 4° y 20°C
Se realizaron las mismas pruebas de caracterizacion a la pelicula comestible F1 de los apartados

7.5.1,752,753,754,755, 756y 75.7.

7.6 Aplicacion de pelicula comestible F1 almacenada a 4° y 20°C a guacamole

7.6.1 Evaluacion de color, compuestos fenolicos, capacidad antioxidante y analisis
microbioldgico a guacamole con pelicula comestible F1 almacenado por 24 h a 4°C.
Se realizaron las mismas pruebas mencionadas en el apartado 7.3.1. y 7.4.2 para evaluar asi como

se comporta la pelicula en el guacamole y que tanto afecta el tiempo de almacenamiento las
propiedades de la peliculay guacamole.

7.7 Evaluacion sensorial a pelicula F1
Se realiz6 una evaluacion sensorial a la pelicula comestible F1 al tiempo 0 h y después de 28 d de

almacenamiento a dos temperaturas (4° y 20°C) para lo cual se elaboraron aproximadamente 300
g de guacamole al cual se le colocé la pelicula F1, cuidando de eliminar todas las burbujas. El
guacamole con la pelicula se almaceno a 4°C por 24 h. Pasadas esas 24 h se mezcld y se reservo.

Por otro lado, se elaboraron otros 300 g de guacamole fresco control que contenia &cido citrico
(2.5%), sal (2%) y extracto de limon-cebolla (1.5%) en los mismos porcentajes que fueron usados
para la elaboracién de la pelicula comestible F1. Ambos guacamoles (control fresco y con pelicula)
se dieron a probar a cien estudiantes de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla a quienes

se les pregunt6 si consumian regularmente guacamole para poder realizar la evaluacion.
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La aceptacion del consumidor se evalud a través de una escala heddnica de 7 puntos, donde 1
significa que me disgusta mucho y 7 significa que me gusta mucho. Se evaluo el olor, color, sabor,

textura y aceptacion en general del guacamole con pelicula y del guacamole control.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Medicidn de color, fenoles y antioxidantes a guacamole con peliculas comestibles (F1,
F2, F3, F4 y control) al tiempo 0y 48 ha 4°y 20°C
La Tabla 6 muestra la evaluacion del color que se realiz6 al guacamole recubierto con las 4

peliculas comestibles formuladas y a guacamole control sin ningdn recubrimiento al inicio y
después de 48 h de almacenamiento a 4°C y 20°C. Como se puede observar, a las 48 h de
almacenamiento hay una disminucion en los valores de L* (luminosidad, principal indicador de
pardeamiento) de todos los guacamoles recubiertos con las peliculas comestibles a ambas
temperaturas, teniendo una menor disminucién de este valor los guacamoles recubiertos con las
peliculas comestibles y almacenados a 4°C, en comparacién con el control sin pelicula comestible
almacenado a 20°C. Por otra parte, el pardmetro de color a* incrementd durante el almacenamiento,
lo que se puede traducir como la pérdida del color verde y la aparicion del color rojo, fenémeno
asociado a la degradacion de la clorofila (pigmento responsable del color verde de frutas y
verduras). Cortés-Rodriguez et al. (2019) obtuvieron valores similares a los reportados en este
trabajo para los pardmetros de L*= 47,3 a 54,6, a*=-7,3a-4,6 y b*= 31,76 a 36,1.

Ademas, las bajas temperaturas (4°C) presentan una menor afectacion en el color (L*, a* y b*) esto
se debe a que las enzimas, como la polifenol oxidasa, disminuyen su actividad a medida que
disminuye la temperatura, ademas, es importante recordar que varios procesos metabolicos y
fisioldgicos que se llevan a cabo dentro del aguacate se detienen por estas disminuciones de
temperatura. (Vega et al., 2020). Lo dicho anteriormente se puede corroborar con el cambio neto
de color (4E). En donde podemos apreciar que el menor cambio de color se presenta en el
guacamole recubierto con la pelicula comestible F1 y almacenado a 4°C (4E= 5.92).
Rodriguez-Campos et al. (2020) obtuvieron valores superiores de AE (18.1 a 42.2) a los encontrado
en este estudio debido a que aplicaron los extractos de limon y de cebolla directamente en el
guacamole y no en forma de pelicula. Al aplicarlo en forma de pelicula comestible se limita el
contacto del guacamole con el oxigeno, principal factor de la oxidacion y responsable de las

reacciones que conducen al pardeamiento enzimatico (Ramos et at., 2012). El pardeamiento de la
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fruta es causado por la actividad enzimatica de la polifenol oxidasa presente en diversas frutas y
verduras, como es el caso del aguacate. Sin embargo, el &cido citrico presente en el limdn por su
actividad quelante y efecto reductor del pH y los flavonoides presentes en la cebolla que irrumpen
en la reaccion oxidativa de la enzima actian como buenos inhibidores de la actividad de esta y
otras enzimas, ademas de la combinacion con la temperatura de almacenamiento, que retrasa la
actividad enzimatica. Con los parametros evaluados en este estudio, se concluye que la pelicula
comestible F1 aplicada a guacamole y almacenado a 4°C, presenta un menor cambio de color.

La Figura 5 nos muestra la aplicacion de las peliculas comestibles F1, F2, F3, F4 y Control a
guacamole. En la Figura 5a se aprecia el guacamole recubierto a las 0 h, se observa el color verde
del aguacate en perfecto estado, en comparacion con la Figura 5b donde 48 h después se observa
como las peliculas mantienen el color verde caracteristico del guacamole, sin embargo, en el

guacamole control sin ningun recubrimiento se observa un marcado oscurecimiento.
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Figura Sa: se muestra la aplicacion de las peliculas comestibles F1, F2, F3, F4 y Control a guacamole a
las 0 h.

Figura 5. Aplicacion de peliculas comestibles sobre guacamole.
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Tabla 6. Cambio de color de guacamole recubierto con las 4 peliculas comestibles seleccionadas

alasOy48ha 4°y20°C.

Temperatura Tiempo (h)

L* a* b* AE
po O 5158+351, -7.68+134, 21.52+249, 0
F1 48 5355+10.99, -473+0.17, 2525+048, 5092
e O 38.40+055, -815+052, 24.24+1.81, 0
48 33.75+166, -180+033, 32.73+115, 11.79
L* a b* AE
po O 51.32+175, -12.69+1.75, 22.77 +5.42, 0
= 48 40.92+032, -097+027, 1324+063, 1877
e O 40.30+168, -7.80+098, 24.46+ 168, 0
48 35.08+268, -1.24+008, 2821+047, 961
L* a* b* AE
#c o 48.09+3.06, -7.41+084, 14.39+7.75, 0
F3 48 4068+025, 008+003, 1244+025, 122
e O 37.80+1.82, -895+187, 28.27+182, 0
48 20.28+144, 013+028, 2659+3.09, 126
L* a* b* AE
#Cc 0 5157+6.34, -10.42+1.09, 29.14 +6.07, 0
F4 48 4385+0.19, -3.89+019, 1856+0.09, 14.64
e O 4297+196, -851+095, 3110219,  0.00
48 2466+276, 2.62+089, 29.62+164, 02148
L* a* b* AE
po O 30.71+4.85, -6.22+1.00, 16.36+1.40, 0
Control 48 20.91+053, 344+019, -605+155 1528
e O 39.83+1.97, -8.60+1.13, 18.46+ 257, 0
48 1463+0.68, 215+078, 1175+136, 2153

Promedio tdesviacién estdndar. Letras diferentes para el mismo pardmetro de colorindican
diferencias significativas (p <0.05).
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La Figura 6 muestra la evaluacion de compuestos fendlicos en guacamole recubierto con las 4
formulaciones de peliculas comestibles, la pelicula control y el control sin peliculaalasOy 48 h a
4° y 20°C. Como se observa, hay un leve aumento de estos compuestos fenolicos al usar las
peliculas comestibles formuladas en comparacion con el control. Los valores mas altos los
podemos observar a las 0 h con la pelicula comestible F1 (33.51+ 2.01mg GAE/100g). Por otro
lado, 48 h después se ven afectados estos compuestos fenolicos, ya que se redujeron en todos los
sistemas y no se observa una diferencia significativa en las 4 formulaciones (p>0.05). Sin embargo,
la mayor afectacion se presenta en la pelicula comestible F 1 ya que presenta el valor mas alto al
tiempo 0 y luego baja a los mismos niveles de las demas formulaciones y la menor afectacion se
observa en la pelicula comestible F2, donde a las 48 h no reduce tanto sus niveles, comparado a las
0 h (de 21.29+2.14 mg GAE/100g a 19.73+2.23 mg GAE/100g a4°Cy 16.62+2.75 mg GAE/100g
a 20°C). Rodriguez-Carpena et al. (2011), obtuvieron valores de 17.19-22.62 mg GAE/100g en
pulpa de aguacate variedad Hass, estos resultados son similares a los obtenidos en este estudio.
Dentro de los compuestos fendlicos mas importantes, los flavonoides ocupan uno de los lugares
mas importantes y que se encuentran presentes en la cebolla, la cual fue usada para la preparacion

del extracto, los cuales muestran una marcada actividad contra agentes oxidantes (Lim et al., 2019).
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Compuestos Fendlicos
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Figura 6. Evaluacién de compuestos fenolicos totales de guacamole recubierto con las 4 peliculas
comestibles seleccionadas a las 0 y 48 h a 4° y 20°C. Columna naranja: 0 h, columna amarilla: 48

h de almacenamiento a 4°C, columna verde: 48 h de almacenamiento a 20°C. Letras diferentes en
cada grupo de columnas indica diferencias significativas (p < 0.05).
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La Figura 7 muestra la capacidad antioxidante en guacamole recubierto con las 4 formulaciones de
peliculas, la pelicula control y el control sin pelicula a las 0y 48 h a 4° y 20°C. Se observa un
marcado aumento en la capacidad antioxidante a las 0 h en los guacamoles recubiertos con las
peliculas comestibles formuladas e incluso con la pelicula control, en comparacion con el control
sin ninguna pelicula, debiéndose esto al enriquecimiento en las formulaciones de las peliculas
comestibles con el extracto de limon-cebolla y el acido citrico, teniendo el valor més alto (no
significativo, p>0.05) a ese tiempo la pelicula comestible F2 (57.37+ 5.77 mg Trolox/100g). Sin
embargo, se observa una caida de estos valores a las 48 h, siendo mas notoria a temperatura
ambiente (20°C) que a 4°C, pero se observa que la pelicula comestible F1 a 4°C presenta el valor
mas alto de antioxidantes (55.77+ 12.91 mg Trolox/100g).

Comparando estos resultados con los obtenidos por Rodriguez-Carpena et al. (2011) quienes
indicaron valores de 8.0 a 9.25 mg Trolox/100g tras evaluar la capacidad antioxidante de la pulpa
de aguacate, los resultados logrados en este estudio son superiores (29.73+5.67 a 57.37£5.77 mg
Trolox/100g) y se puede inferir que el efecto se debe al enriquecimiento con antioxidantes a las
peliculas formuladas, que estan presentes tanto en el limon (acido citrico y acido ascorbico) y los
flavonoides presentes en la cebolla, que poseen la capacidad de capturar los radicales libres
formados por la oxidacion. Algunos compuestos antioxidantes, como los usados en este estudio,
pueden actuar de manera sinérgica, para disminuir la oxidacion que se presenta en la pulpa de
aguacate. Esto se debe probablemente a la accion del acido ascérbico y los flavonoides presentes
en el extracto de limén-cebolla usado en este estudio, que muestran actividad sinérgica con el y-
tocoferol, agente protector contra la oxidacion. Se ha estudiado que el tocoferol actia como un
antioxidante cuando dona sus H+ a radicales peroxi alilo o alquilo (intermediarios de reacciones
que tienen un e- desapareado), al donar su H+, los tocoferoles se desestabilizan y para poder
reestablecerse necesitan recuperar su H+, es por ello que al agregar &cido citrico y el extracto de
limon-cebolla, los flavonoides y el &cido ascorbico presentes en dicho extracto le van a donar un
H+ para regenerar los tocoferoles y evitar asi una mayor oxidacién (Rodriguez-Campos et al.,
2020). A partir de los resultados obtenidos se puede decir que la actividad antioxidante se vio
afectada por las formulaciones de las peliculas comestibles, siendo mejor la pelicula comestible

F1, tanto en porcentaje de adicion de acido citrico como en extracto de limon-cebolla, como por
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las condiciones de almacenamiento. Ademas, la actividad antioxidante de la pelicula comestible
F1 fue mayor a 4°C.

Capacidad Antioxidante

Guacamole c/pelicula
70.00

a
60.00 a a
a
50.00 a a
- a b b
g |
S 40.00
=] b
F a
3 b
= ab
o 30.00
E c b
b
b
20.00 c
10.00 I I I
0.00
Control Pelicula control E1 F2 F3 F4

Figura 7. Evaluacion de capacidad antioxidante de guacamole recubierto con las 4 peliculas
seleccionadas a las 0 y 48 h a 4° y 20°C. Columna naranja: 0 h, columna amarilla: 48 h de

almacenamiento a 4°C, columna verde: 48 h de almacenamiento a 20°C. Letras diferentes en cada
grupo de columnas indica diferencias significativas (p < 0.05).
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Las peliculas y recubrimientos comestibles son finas capas formuladas que, al ser aplicadas sobre
la superficie de algin alimento o fruto, funcionan como una barrera frente a diversos agentes
externos y brindan proteccion frente a distintos microorganismos (Ramos et al., 2012). La base
para la formulacion de las peliculas usadas en este estudio es el quitosano, el cual es un biopolimero
cuya caracteristica principal es su propiedad antimicrobiana. El quitosano inhibe el crecimiento de
algunas bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas, asi como mohos y levaduras
(Sahariah y Masson, 2017). En la Tabla 7 podemos observar el crecimiento de Bacterias
Mesofilicas Aerobias y Mohos y Levaduras en guacamole recubierto y sin recubrimiento,

mostrando el promedio de las UFC/g obtenidas.

De acuerdo con las Norma Oficial Mexicana 093 para las Préacticas de higiene y sanidad en la
preparacion de alimentos, el rango de colonias adecuadas es de 150, 000 UFC/g. En este aspecto,
se observa en la tabla 7 como al inicio del almacenamiento los recuentos tanto de BMA como de
mohos y levaduras se encuentran en rango, tanto en el control sin recubrimiento como en los
guacamoles con recubrimiento; debiéndose esto principalmente a que se realizaron buenas
practicas de manufactura tanto para la preparacion del guacamole y la aplicacidn de la pelicula..
Después de 48 h de almacenamiento a 4° y 20°C, se observa un aumento en los recuentos
microbianos, siendo mayores en el control sin ningun recubrimiento. Se puede observar cémo en
ambas temperaturas de almacenamiento y con las diferentes peliculas no hay una diferencia
significativa en los recuentos (p>0.05). Como ya se menciond, donde si observamos un aumento
notorio es en el control sin recubrimiento a ambas temperaturas, esto debido a que, al estar expuesto
al ambiente, es mas facil para los microorganismos estar en contacto con el alimento y
contaminarlo. La importancia de las peliculas radica en que los guacamoles recubiertos y
almacenados a ambas temperaturas mantienen sus recuentos bajos, no llegando a superar las 40
UFC/g tanto de bacterias aerobias y de mohos mas levaduras no mayor a 10 UFC/g, encontrandose
en los rangos que nos indica la norma para ambos grupos de microorganismos, cumpliendo asi su
funcién de barrera. Ademas del quitosano que evidentemente muestra su efecto antimicrobiano
con los resultados obtenidos, podemos atribuir también como los demas componentes de la
formulacién (extracto de limon-cebolla y acido citrico) estan involucrados en la inhibicion de la

actividad antimicrobiana tanto en la acidificacion del medio y por las propiedades de la cebolla.
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De acuerdo con los resultados obtenidos al estudiar los comportamientos de las 4 formulaciones
realizadas, se seleccion0 la pelicula comestible F1 para realizar los estudios de caracterizacion y

pruebas de almacenamiento a 0 y 28 d.

Tabla 7. Crecimiento de Mohos y Levaduras y BMA en aguacate recubierto con las 4 peliculas
comestibles formuladas, asi como la pelicula control y el control sin ninguna proteccion al tiempo
Oy48ha4°y20°C.

Mohos y levaduras (UFC/g) BMA (UFC/g)
0 48 h 20°C 48h 4°C 0 48 h 20°C 48h 4°C
Control 6+1.25), 8418.58, 1040.95, 5316.45, 9218.42, 39+18.38),
Pelicula
control
8 +2.16, 1042.38, 6+1.5, 224298, 3413.86, 31#4.57,
F1 210.5a 3+1.15, 241.26, 1314.64, 2116.73, 1745.94,
F2 3+1.82, 310.81, 310.81, 1143.77, 2314.42, 2048.53,
F3 341,63y, 5+0.95, 30.5), 15$2.75, 2447.59, 174537,
F4 1+0.81, 610.95a 310.82, 1943.86, 3413.65, 1418.09;,

Promedio desviacion estandar. Letras diferentes en cada grupo de recuentoindican diferencias
significativas (p <0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos de compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, color y
analisis microbiol6gico al estudiar los comportamientos de las 4 formulaciones realizadas y la
pelicula control, se selecciono la pelicula comestible F1, esto porque la pelicula comestible F1
aplicada a guacamole y almacenado a 4°C, presenta el menor cambio de color, una mayor actividad
antioxidante y una buena inhibicion del crecimiento microbiano. Dado lo anterior, la pelicula
comestible F1 fue usada para realizar los estudios de caracterizacion y pruebas de almacenamiento
alOy28d.
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8.2 Caracterizacion de pelicula comestible F1 seleccionada

En la Tabla 8 se muestran los resultados de las evaluaciones de las propiedades fisicas, mecanicas,
antioxidantes y microbianas realizadas a la pelicula comestible F1comparadas con la pelicula
comestible control al inicio y 28 d después del almacenamiento a 4° y 20°C. Cabe destacar la
importancia de la evaluacion de las propiedades mecénicas, ya que nos indican la manejabilidad,
durabilidad y aplicacion de las peliculas comestibles y la capacidad que tienen para mantener la

integridad de los alimentos durante su manipulacion y almacenamiento (Homez et al., 2018).

El porcentaje de humedad para la pelicula comestible F1 se encuentra en un rango del 13 al 15% a
ambas temperaturas de almacenamiento, mostrando una reduccion menor al 2% con respecto a la
pelicula control. Un porcentaje bajo de humedad, en general, nos indica que se tuvo una rapida
evaporacion del agua con la que es formulada la pelicula, evitando el paso de formacion de gel por
la reorganizacion estructural que puede sufrir la pelicula si no es secada a altas temperaturas en un
periodo de tiempo corto. Por otro lado, al almacenar las peliculas en bolsas herméticas se limito la
transferencia de humedad en el ambiente en que se encontraba la pelicula, lo cual puede verse
reflejado en esta minima reduccion después de 28 d. Porcentajes muy similares de % de humedad,
resistencia a la rotura y permeabilidad al vapor de agua en rangos de 10.8 al 31.3%, 1.5y 42% y

0.27 x 10 a 92.2 x10* respectivamente obtuvieron Homez et al (2018).

La resistencia a la traccion es la capacidad de un material para resistir la fractura cuando se somete
a un estiramiento en direcciones contrarias. Podemos observar como esta resistencia aumenta
significativamente cuando la pelicula comestible F1 fue almacenada a 20°C, esto debido a que la
resistencia a la traccion aumenta al aumentar la temperatura, ya que se promueve una mayor
interaccion entre las cadenas poliméricas, ademas esta interaccion disminuye el volumen lo que se
refleja en la reduccion del espesor; caso contrario sucede con la resistencia a la rotura, ya que esta
disminuye cuando la temperatura aumenta y viceversa, lo que se corrobora con los datos obtenidos,
ya que observamos como la resistencia a la rotura disminuyé en la pelicula almacenada a 20°C y

aumento en la pelicula almacenada a 4°C.

La permeabilidad refleja la capacidad de la pelicula para prevenir o reducir la transferencia de

humedad entre el alimento y su entorno; la pelicula comestible F1 que fue almacenada a 4°C
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muestra la menor disminucion en comparacion al tiempo 0 h, esto debido a que una menor
temperatura de almacenamiento da como resultado formacion de areas amorfas que permiten que

el agua penetre.

Finalmente se observa como los recuentos de BMA y Hongos y Levaduras se mantienen con una
carga microbiana baja, sin una diferencia significativa (p>0.05) a pesar del tiempo y temperatura
de almacenamiento, asi como se mantienen constantes la capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos, sin mostrar diferencia significativa (p>0.05). Estos resultados son de vital importancia
ya que nos indican que la pelicula comestible F1 es estable durante el tiempo de almacenamiento,
dejando claro que tanto sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes no cambian, lo cual hace
que esta pelicula exhiba caracteristicas adecuadas para ser aplicada en alimentos, en este caso

guacamole.

La Figura 8a nos muestra la pelicula comestible F1 a las 0 h, previo a su almacenamiento, mientras
que la Figura 8b nos muestra a las peliculas comestibles F1 28 d después de su almacenamiento a
4°y 20°C.

Figura 8a: pelicula comestible F1 a las 0 h, previo a su almacenamiento.
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Figura 8b: peliculas comestibles F1 28 dias después de su almacenamiento a 4° y 20°C.

Pelicula F1 almacenada 28 dias a Pelicula F1 almacenada 28 dias a
20°C 4°C

Figura 8. Peliculas comestibles F1

Tabla 8. Caracterizacion y evaluacion de la estabilidad de la pelicula comestible F1.

. 0d 28d

Caracteristicas

F1 F14°C F120°C
Humedad (%) 17.20 £ 0.33, 13.21 £ 0.66y, 14.60 £ 0.13
Resistencia a la traccién (MPa) 0.61 + 0.08a, 0.57 £ 0.10 1.15 £ 0.45,
Resistencia a la rotura (%) 60.02 + 0.08, 63.70 + 6.00, 58.81 + 0.02,
Espesor (mm) 0.14 £0.01, 0.13 £ 0.06, 0.08+ 0.03,
Permeabilidad (*¥10"°) 5.44 £ 0.79, 4.58+0.95, 4.05 + 137,
BMA (UFC/mL) < 10 UFC/mL 19+5.1, 21+4.35,
Mohos y Levaduras (UFC/mL) <10 UFC/mL 2 +1.64, 3+1.30,
Compuestos fendlicos (mg GAE/100 g) 1781.3 £ 71.6, 1754.7 + 165.2, 1670.2 +£199.1,
Capacidad antioxidante (mg Trolox/100g) 38.70 + 1.90, 37.66 + 1.90, 40.92 £ 8.70,

Promedio + desviacidn estandar. Letras diferentes en cada parametro indica diferencias significativas
(p <0.05).
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En la Tabla 9 se observan los resultados de la estabilidad de la pelicula comestible F1 en
guacamole. Como se observa, el recuento de Bacterias Mesofilicas Aerobias, asi como el de
Hongos y Levaduras no muestra aumento significativo (p>0.05) durante el almacenamiento,
presentando una carga microbiana baja. Podemos decir que, a pesar de los 28 d de almacenamiento
de la pelicula comestible F1 a ambas temperaturas, la pelicula comestible no sufrié afectacion
alguna en cuanto a sus propiedades de barrera e inhibicion de agentes microbianos, en comparacion
alos0d.

Por otro lado, los compuestos fendlicos muestran una reduccion minima del dia O a los 28 d de
almacenamiento de la pelicula comestible F1, sin embargo, la capacidad antioxidante muestra una
reduccion cercana al 50%. Esto quiza lo podamos atribuir al tiempo de almacenamiento de la
pelicula junto con el guacamole, que fue de 24 h en refrigeracion, donde al almacenarse el
guacamole a pesar de tener la pelicula comestible, no se puede evitar por completo la oxidacion de
los compuestos propios del guacamole, lo cual se puede ver reflejado al momento de hacer la
evaluacion de dichos compuestos, pues como se observa en la Tabla 8 donde se realizd la
evaluacion de la pura pelicula comestible F1, no hay una reduccién tan drastica de los compuestos

fendlicos ni de la capacidad antioxidante en comparacion con lo mostrado en la Tabla 9.

Finalmente, se realizd una medicién de color, evaluando los pardmetros de L*, a* y b*. Como se
observa en esta tabla, no hay diferencia significativa (p>0.05) en cuanto a los parametros de color
del dia 0 con respecto a los 28 d de almacenamiento de la pelicula comestible F1. Esto nos indica
que la pelicula comestible Fla pesar del periodo de almacenamiento que tuvo, evita la pérdida del
color verde y el pardeamiento se ve controlado. En general, la estabilidad del guacamole al usar
una pelicula comestible F1 que fue almacenada durante 28 d a diferentes temperaturas (4° y 20°C)

no se ve afectada.
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Tabla 9. Aplicacion en guacamole de la pelicula comestible F1, almacenada durante 28 d a 4° y
20°C.

28 dias
Parametros 0 dias Guacamole con peliculaF1 Guacamole con peliculaF1
almacenadaa4°Cpor24h  almacenadaa20°C por24 h
BMA (UFC/g) 13+4.64, 9+2.44, 10+1.70,
Mohos y levaduras (UFC/g)  2%0.5, 4+0.96, 6+0.96,
Compuestos fendlicos
(mg GAE/100g) 33.51+2.01, 23.84+0.16), 21.74+0.73,
Capacidad Antioxidante
(mgTrolox/100g) 43.84+5.82, 18.93+2.82, 20.84+0.89,
L* 51.58+3.51, 48.249.37, 45.13+5.23,
a* -7.6811.34, -7.50%1.34, -9.35+1.18,
b* 21.52+2.49, 29.6+5.68, 23.82+5.25,

Promedio tdesviacion estandar. Letras diferentes en cada pardmetro indica diferencias
significativas (p <0.05).
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En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del estudio de aceptacion sensorial realizado
a la pelicula comestible F1 aplicada en guacamole, en el cual se evaluaron las propiedades
sensoriales como el aroma, color, sabor, textura y la aceptacion en general tanto de guacamole
fresco como en guacamole con la pelicula aplicada y almacenado durante 24h a 4°C. Después de
ese tiempo, el guacamole con la pelicula comestible F1 se mezcld y se usd para la evaluacion

sensorial.

Como se observa, el promedio general de las caracteristicas sensoriales tanto del guacamole control
fresco (&cido citrico 2.5%, sal 2% y extracto de limon-cebolla 1.5%) y del guacamole con pelicula
comestible F1 se encuentra en los valores de 5y 6 de la escala heddnica de 7 puntos que se realizo,
el valor de 5 corresponde a me gusta y el 6 corresponde a me gusta mucho; lo que significa que en
todos los parametros sensoriales evaluados, ambos guacamoles fueron bien aceptados por los
consumidores y no percibieron la adicién de la pelicula comestible ni que el guacamole ya
presentaba 24 h de almacenamiento, mucho menos se hizo notorio que las peliculas presentaban
28 d de almacenamiento, lo cual nos indica que no hay pérdida de sabores ni olores por parte de la

pelicula comestible F1 a pesar del tiempo y temperaturas de almacenamiento.

Por otro lado, la aceptacién general del guacamole adicionado con la pelicula comestible F1 tanto
alos 0 d como a los 28 d de almacenamiento fue mayor que el guacamole control y esto se puede
deber a que el guacamole con la pelicula conserva un mejor sabor que el guacamole control, a pesar

de tener el mismo extracto de limén-cebolla.

Un estudio de evaluacion sensorial similar lo realizaron Rodriguez-Campos et al. (2020), donde se
evalud la aceptacidn sensorial de guacamole con adicidn de extractos de limon y cebolla, similares
a los usados en la formulacion de la pelicula de este estudio. Su escala heddnica fue de 9 puntos y
obtuvieron valores de 6 a 8, donde el 6 es me gusta poco y 8 me gusta mucho. Por lo anterior se
infiere que el uso de estos extractos aplicados a la pelicula y usada en el guacamole resulta atractivo
para los consumidores, puesto que estos sabores no los perciben como algo extrafio, sino como una

caracteristica del guacamole.

45




Tabla 10. Evaluacion sensorial de guacamole con aplicacion de pelicula comestible F1
almacenada durante 28 d a 4° y 20°C.

. 0 dias 28 dias
caraCter!St'cas Guacamole con Guacamole con pelicula Guacamole con pelicula
sensoriales Control pelicula comestible F1 almacenada a 4°C almacenada a 20°C

Aroma 5.33+1.11, 5.48+1.30, 5.48+1.18, 5.17+1.13,

Color 6.05+0.83, 5.92+0.86, 5.85+1.01a, 5.51+1.18,

Sabor 5.33+1.28, 5.75+1.12, 5.71+1.23, 5.32+1.22,
Textura 5.58+1.32,, 5.98+1.07, 5.89+0.87,, 5.61+1.04,,
Aceptacion en general 5.49+1.21, 5.9+0.97, 5.8810.82, 5.45+1.07,

Promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en cada caracteristica sensorial indica

diferencias significativas (p < 0.05).
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9. CONCLUSIONES

Se logro la formulacion de peliculas comestibles a base de quitosano, acido citrico y
extracto de limon-cebolla, las cuales al ser aplicadas en guacamole lograron controlar el
pardeamiento para asi mantener el color verde caracteristico de este, asi como aumentar el
contenido de compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante y reducir la carga
microbiana durante 48h de almacenamiento a 4° y 20°C

Se selecciond una formulacion de pelicula comestible (F1) para su almacenamiento durante
28 d a 4° y 20°C y posteriormente realizarle pruebas de caracterizacion, las cuales
demostraron que esta se mantenia estable durante el tiempo de almacenamiento, ya que sus
propiedades fisicas y mecénicas, asi como sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas
no mostraron cambios significativos.

El guacamole al usar una pelicula comestible F1, mantuvo el caracteristico color verde,
ademas de que inhibi6 el crecimiento microbiano y el contenido de compuestos fenélicos
y la capacidad antioxidante se conservaron a pesar de los 28 d de almacenamiento que tuvo
la pelicula comestible.

La evaluacion sensorial realizada al guacamole con pelicula comestible F1 mostrdé una
buena aceptacion comparada con guacamole fresco.

La pelicula comestible F1 presenta una capacidad antioxidante superior a lo reportado para
guacamole, esto debido en gran medida a que la pelicula esta enriquecida con el extracto
de limén-cebolla y el acido citrico, componentes ricos en antioxidantes y que reducen en

gran medida el oscurecimiento enzimatico.
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10. RECOMENDACIONES

e Medir la actividad de la enzima polifenol oxidasa, ya que esta es la principal enzima
responsable del pardeamiento enzimatico en frutas como el aguacate.
e Evaluar laaplicacion de la pelicula en aguacate cortado, como si fuera una especie de papel

filme.
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