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RESUMEN

En la actualidad uno de los problemas mas comunes que afecta a frutas y hortalizas
es el oscurecimiento, por lo cual se han buscado e implementado diversas técnicas
para ayudar a prevenir o evitar el cambio de color que experimentan los alimentos.
Una de las técnicas que esta tomando importancia es la aplicacion de recubrimientos,
los cuales pueden estar adicionados con bio-compuestos para potenciar su
efectividad, aportar beneficios al consumirlos, o ambos. En este trabajo se evaluo el
efecto de recubrimientos adicionados con antioxidantes y probidticos sobre las

caracteristicas de calidad de rodajas de aguacate variedad Hass (Persea americana).

Se elaboré un medio con suero de leche, sacarosa y té verde, se inocul6 con
Lactobacillus rhamnosus. Posteriormente, se formularon 8 sistemas adicionados con
el medio fermentado, alginato de sodio (AS), cloruro de calcio (CaCl2) y &cido citrico
(AC) como matriz de recubrimiento. Después de la aplicacion de los recubrimientos,
se evaluo el color, capacidad antioxidante (CA), compuestos fendlicos (CF) y poblacion

de L. rhamnosus en las rodajas de aguacate recién cubiertas y almacenadas a 5°C.

Los resultados mostraron que el medio preparado con suero de leche y té verde fue
adecuado para el crecimiento de L. rhamnosus, ya que se obtuvo una poblacion de
9.36 ciclos logaritmicos (CL). Los sistemas con medio fermentado y/o agua, AS al 20%,
CaClz al 3% y AC al 0.5y 1% (sistemas 3, 4, 5y 6), presentaron un cambio neto de
color entre 10 y 20, evitando el oscurecimiento de rodajas de aguacate hasta por 8 h.
Ademas, la poblacién de L. rhamnosus se mantuvo por arriba de 6 CL después de 24
h, lo que permiti6 considerar que los recubrimientos elaborados contengan
microorganismos con capacidad probidtica. Por otro lado, los CF y la CA no
presentaron una diferencia significativa entre los sistemas evaluados (sistemas 3, 4, 5
y 6), sin embargo, después de 12 h de almacenamiento ambos compuestos se
redujeron en todos los sistemas, esto se puede deber alacomposicion de los sistemas,
los cuales al ser adicionados con compuestos antioxidantes pueden actuar en forma
sinérgica, aditiva o antagonica. A pesar de esto, los recubrimientos presentaron una
CA superior a lo reportado en aguacate, esto se debe a que los sistemas estudiados

fueron enriquecidos con té verde, un componente rico en antioxidantes.
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1. INTRODUCCION

Uno de los problemas actuales de la mayoria de los alimentos de origen vegetal
durante su procesamiento, almacenamiento y distribucion es el oscurecimiento; el cual
modifica las caracteristicas sensoriales y la composicion quimica de los alimentos. El
oscurecimiento enzimatico es una de las causas principales de los cambios de color
indeseables de alimentos ricos en compuestos polifenélicos como frutas y hortalizas,

debido a la accion de la enzima polifenoloxidasa (Moon et al., 2020).

Existen diversos métodos que permiten controlar la actividad enzimatica, algunos de
ellos implican el uso de temperaturas como el tratamiento térmico y la refrigeracion,
ademas de la irradiacion, la adicion de sales y antioxidantes, siendo el tratamiento
térmico uno de los mas populares (Queiroz et al., 2008); sin embargo, este tratamiento

puede modificar las caracteristicas sensoriales del alimento.

Dicho lo anterior, es importante establecer técnicas de conservacion adecuadas en
alimentos a los que se requiere eliminar la cascara parcial o totalmente durante su
procesamiento, tal es el caso del aguacate. Este es un fruto de amplio consumo y alto

valor nutritivo, susceptible de experimentar cambios de color.

Uno de los procedimientos para inhibir el pardeamiento es el uso de peliculas y/o
recubrimientos comestibles que limitan la disponibilidad de oxigeno en la superficie
expuesta de los alimentos. Ademas, reducen la permeabilidad y el intercambio de
gases con el ambiente y pueden servir como un medio para la incorporacion de
compuestos bioactivos que aportan funciones adicionales a los alimentos (Falguera et
al., 2011).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar la aplicacion de recubrimientos
adicionados con antioxidantes y probiéticos sobre las caracteristicas de calidad de

rodajas de aguacate.




2. ANTECEDENTES
2.1. Aguacate (Persea americana)
2.1.1. Origen

La palabra “aguacate” deriva del vocablo azteca ahuacatl, que luego de modificaciones
por parte del idioma espafiol, resulté en la palabra ahuacate o aguacate (Cowan y
Wolstenholme, 2016). El aguacate es nativo de México y América Central, y hay
evidencia de su consumo en México desde hace mas de 10,000 afios (Gutiérrez-
Contreras et al., 2010). La primera evidencia de la existencia del aguacate fue
encontrada en semillas en la Cueva de Coxcatlan, Valle de Tehuacan, Puebla (Zafar
y Sidhu, 2010).

El aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a la familia Lauraceae, la cual
comprende alrededor de 2,200 especies (Pérez Alvarez et al., 2015). Las especies de
Persea se clasifican en dos subgéneros: Eriodaphne y Persea. Eriodaphne contiene la
mayor parte del centenar de especies probables, incluidas algunas con una resistencia
al mayor problema del aguacate: la pudricion de la raiz causada por Phytophthora
cinnamomi. El subgénero Persea contiene los aguacates comerciales, el género

Persea, especie americana (Bergh, 1992).
2.1.2. Taxonomia

Actualmente el aguacate se cultiva en el mundo bajo diferentes condiciones
ambientales, los extremos climaticos varian desde zonas desérticas en Israel y sur de
California, tierras altas subtropicales y bosques himedos tropicales en Centroamérica,
hasta regiones del sur de Africa y Australia sometidas a condiciones de niebla (Bower
y Cutting, 1988).

Las caracteristicas taxondmicas son: Familia: Lauraceae; Subfamilia: Lauroideae;

Tribu: Perseae; Subtribu: Perseineae; Género: Persea; Especie: americana.

En promedio, un arbol de aguacate puede alcanzar una altura de hasta 20 metros; sin
embargo, cuando se cultiva en plantaciones comerciales, no se deja crecer mas de 5
metros, para facilitar las practicas de control fitosanitario, cosecha, poda y fertilizacion

foliar (Pérez Alvarez et al., 2015).




Existen aproximadamente 400 variedades, por o que se pueden encontrar frutos de
formas y pesos diferentes, que pueden llegar a pesar de 150 a 350 g. Esta fruta no
soporta la deshidratacién, por lo que debe ser almacenada en ambientes humedos y
conserva su capacidad germinativa Ginicamente por corto tiempo (Pérez Alvarez et al.,
2015).

2.1.3. Morfologia del aguacate

El aguacate es un fruto en forma de pera, de color verde claro a verde oscuro y de
violeta a negro, cascara rugosa con una pulpa verde amarillenta y una sola semilla

central muy grande (Bhuyan et al., 2019).

El pericarpio esta compuesto por endocarpio, exocarpio y mesocarpio (Figura 1). El
mesocarpio o pulpa de este fruto es carnosa y presenta una amplia variedad de
colores, texturas y formas; puede medir de 7.5 a 33 cm de largo y hasta 15 cm de
ancho, dependiendo del cultivar (Scora y Bergh, 1990). El exocarpio o cascara puede
ser desde color verde amarillo y alcanzar tonalidades oscuras, purpuras, rojizas, o tan
oscuras que llegan a parecer negras; en ocasiones tiene puntos amarillos cuya textura
suele ser lisa 0 rugosa, lustrosa u opaca; delgada o de hasta 6 mm de gruesa; flexible

o granulada y quebradiza (Barrientos et al., 2008).

EXOCARPIO
MESOCARPIO PERICARPIO

ENDOCARPIO

. COTILEDON s
EMBRION

EJE EMBRIONARIO |
CUBIERTA SEMINAL

Figura 1. Morfologia del aguacate (Tomada de Barrientos et al., 2008).

La semilla, Unica, puede ser ovoide, redonda o conica, de 5 a 6 cm de largo, dura y

pesada, de color marfil rosado, envuelta en dos capas como papeles de color café,




frecuentemente adheridas a la cavidad pulposa, mientras la semilla sale facilmente
(Barrientos et al., 2008).

2.1.4. Composicion nutricional

El aguacate es reconocido y valorado por su alto valor nutricional. Un aguacate entero
contiene de 140 a 228 kcal de energia, dependiendo del tamafio y la variedad (Duarte
et al.,, 2016). Los principales factores que pueden afectar a la composicion del
aguacate son la variedad, el grado de maduracion, el clima, la composicion del suelo

y los fertilizantes (Bhuyan et al., 2019).

La composicion nutrimental de aguacate se muestra en la Tabla 1, de acuerdo con el

Departamento de Agricultura de Estados Unidos (FoodData Central, 2019).

Tabla 1. Composicion del aguacate (Persea americana).

Composicién nutricional Valor por 100 g
Agua (g) 72.3
Energia (kcal) 167
Proteina (g) 1.96
Lipidos totales (g) 15.41
Carbonhidratos (g) 8.64
Fibra dietética (g) 6.8
Azlcar (Q) 0.3
Calcio (mg) 13
Magnesio (mg) 29
Hierro (mg) 0.61
Fésforo (mg) 54
Potasio (mg) 507
Sodio (mg) 8
Zinc (mQ) 0.68
Vitamina C (mg) 8.8
Vitamina B6 (mg) 0.29
Vitamina E (mg) 1.97

Informacién tomada de FoodData Central, 2019




De acuerdo conla Tabla 1, el aguacate es un alimento rico en lipidos, la cual constituye
alrededor del 15% de la composicion total y de este, del 66.2 al 71% son acidos grasos
monoinsaturados, destacando en particular el elevado contenido en &cido oleico
(Garcia y Davidov-Pardo, 2021).

Otro aspecto importante a destacar son sus los niveles de potasio (500 mg/100 g) en
comparaciéon con otros frutos, lo que regula la actividad muscular y protege al
organismo de enfermedades cardiovasculares. También representa una fuente de
glutation, un poderoso antioxidante que actla sobre compuestos potencialmente

cancerigenos (Duarte et al., 2016).

El aguacate tiene cuatro veces mas valor nutricional que cualquier otra fruta excepto
el platano, que contiene de 1 a 3% de proteinas y niveles significativos de vitaminas
como B1, B2, acido folico y cantidades apreciables de calcio, potasio, magnesio, sodio,

fésforo, azufre y silicio (Duarte et al., 2016).

Asimismo, la variedad Hass contiene niveles mas altos de luteina y tocoferol que la
mayoria de las frutas. Los niveles de tocoferol encontrados en los extractos de
aguacate se han relacionado con la inhibicion de la proliferacion de células de cancer
de prostata (Lu et al., 2009).

2.1.5. Produccion

Debido a sus caracteristicas nutricionales y exquisito sabor, esta fruta tropical se
consume en todo el mundo, lo que la convierte en un producto valioso con alta

demanda y un gran impacto econémico.

De entre las distintas variedades, el aguacate variedad Hass representan del 80 al 95
% del total de aguacate cosechado en todo el mundo. Los paises productores de
aguacate son Meéxico y Republica Dominicana, seguidos de otros como Perq,

Indonesia y Colombia (Garcia y Davidov-Pardo, 2021).

México es el principal productor de este fruto ya que produce un tercio del total mundial
y es el principal exportador con el 40%. Ademas, de acuerdo con la FAO, tiene la

mayor superficie cultivada del mundo con un 27% (Villamil et al., 2018).




El principal pais importador es Francia, con el 39% del total del volumen importado,
mientras otros importantes compradores son Estados Unidos (10%), Reino Unido y

Bélgica, estos dos Ultimos con un 6.5% cada uno (Pérez Alvarez et al., 2015).

En el estado de Puebla en el afio 2021 se obtuvo una produccion de 10,232.41
toneladas, con una ganancia de $149,722.22. Mientras que a nivel nacional se tuvo
una produccion de 2,383,796.87 toneladas con una ganancia de $49,851,087.12. Lo
anterior de acuerdo con los datos del Anuario Estadistico de la Produccion Agricola
para la variedad Hass (SIAP, 2021).

2.2. Oscurecimiento en alimentos
2.2.1. Definicidn

El oscurecimiento es un proceso de cambio gradual en el color de los alimentos, debido
a una serie de reacciones quimicas, que dan como resultado la formaciéon de nuevas
sustancias responsables del color marrén caracteristico, el cual puede ir desde un
marrén claro hasta un marrén oscuro. Este proceso es de considerable importancia
para la industria alimentaria, ya que influye en la calidad nutricional y la apariencia de
los alimentos, reduciendo la aceptabilidad del consumidor (Moon et al., 2020; Queiroz
et al., 2008).

El pardeamiento puede afectar la calidad de los alimentos tanto de manera positiva
como negativa. Se considera indeseable para la mayoria de las frutas, verduras y
mariscos; sin embargo, es deseable para producir colores y sabores caracteristicos en
algunos alimentos, como el pan, la salsa de soya, el té negro, el café, el cacao, las

pasas, entre otros (Moon et al., 2020).

2.2.2. Tipos y caracteristicas

El oscurecimiento de los alimentos, segin el mecanismo, puede ser de dos tipos: por

actividad no enzimética y por la actividad de enzimas. El pardeamiento no enziméatico




afecta a los alimentos debido a su composicion quimicay la aplicacion de tratamientos
térmicos; entre estos se distinguen la caramelizacién, la reaccién de Maillard y la
oxidacion del &cido ascoérbico. En los dos primeros no se requiere la presencia de
oxigeno para llevarse a cabo. En el oscurecimiento no enzimatico se generan
sustancias de color marrén a través de una serie de reacciones quimicas que
involucran uno o varios compuestos constituyentes en los alimentos, sin la intervencién

de alguna enzima (Moon et al., 2020).

Por otro lado, el oscurecimiento enzimético se presenta por la accién de la enzima
polifenoloxidasa (PPO), la cual afecta a alimentos ricos en fenoles. La polifenoloxidasa
€S una enzima que contiene cobre; también se conoce como catecoloxidasa,
catecolasa, difenoloxidasa, o-difenolasa, fenolasa y tirosinasa. La PPO esta presente
en algunas bacterias y hongos, en la mayoria de las plantas, en algunos artrépodos y
en todos los mamiferos. En todos los casos, la enzima se asocia con la pigmentacion
oscura en el organismo, y parece tener una funcion protectora. Esta enzima tiene la
capacidad de convertir o-dihidroxifenoles en o-benzoquinonas, utilizando Oz como

segundo sustrato (Martinez y Whitaker, 1995).

Los estimulos mecanicos y fisicos que involucran pelar, cortar, rebanar, rallar y triturar
durante el procesamiento de los alimentos y los cambios severos de temperatura
durante el almacenamiento, pueden causar dafios fisicos en los tejidos de las frutas y
verduras. Debido al dafio tisular, los compuestos fendlicos y la PPO que se encuentran
en los alimentos se exponen al oxigeno, lo que inicia primero la hidroxilacién de los
fenoles para formar o-dihidroxifenoles, y después la oxidacion de éstos en o-quinonas.
Posteriormente, las o-quinonas y sus derivados se polimerizan a través de varias
reacciones, formando un pigmento marrén relativamente insoluble conocido como
melanina. La velocidad de pardeamiento enzimético esta determinada por la actividad
enzimatica de la PPO. En la Figura 2 se muestra el mecanismo de la reaccion de

oscurecimiento enzimatico (Moon et al., 2020).
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Figura 2. Mecanismo de la reaccién de oscurecimiento enzimético (Tomado de Moon
et al., 2020).

El oscurecimiento enzimético ocurre principalmente en frutas y verduras durante la
cosecha, el transporte, el almacenamiento y el procesamiento; en consecuencia,
influye en sus caracteristicas sensoriales y nutricionales, por lo cual es importante su
prevencion. Se estima que mas del 50% de las pérdidas en frutas ocurren como
resultado del pardeamiento enzimatico y las frutas y hortalizas tropicales y

subtropicales son las mas susceptibles a estas reacciones (Queiroz et al., 2008).

Para disminuir o inhibir los efectos del oscurecimiento enzimatico en los alimentos se
requiere controlar la actividad de la PPO, esto se puede llevar a cabo mediante el
control de algunos factores, entre los que se incluyen: el tipo y la cantidad de
compuestos fendlicos enddgenos, la presencia de oxigeno y el pH (Moon et al., 2020).

2.2.3. Formas de prevencién del oscurecimiento

Las formas de prevencion del oscurecimiento enzimatico incluyen métodos fisicos y
guimicos, en los cuales se busca inhibir la actividad de la PPO centrandose en los
componentes esenciales para la reaccion, como el oxigeno, el sustrato, los productos

y la enzima (Tinello y Lante, 2018).

Diferentes compuestos quimicos pueden controlar el pardeamiento enzimatico y estos

se clasifican segun el mecanismo de inhibiciobn como agentes reductores, agentes




guelantes, acidulantes, inhibidores de enzimas, tratamientos enzimaticos y agentes
complejantes. Los mas utilizados para el control del pardeamiento son los agentes
sulfitantes donde actuan como inhibidores irreversibles de la PPO; sin embargo,
debido a los efectos adversos para la salud, se buscan agentes reductores sin sulfitos
(Ozoglu y Bayindirli, 2002).

Otros métodos quimicos incluyen la acidificacion del medio usando acido citrico, acido
ascorbico y glutation ya que estos pueden inactivar la PPO bajando el pH. Los agentes
antioxidantes, como el acido ascorbico y la L-cisteina, pueden prevenir la formacién

de melanina al unirse a los productos intermedios (Nicolas et al., 2003).

También se utilizan agentes quelantes del cobre como &acido citrico y oxalico que
pueden inhibir la actividad al unirse a cofactores metélicos en la enzima. Por dltimo, se
tiene a los extractos naturales que comprenden a la cebolla, el limoén, la pifiay el té
verde, entre otros; la composicion quimica de estos son una alternativa para la

inhibicion del pardeamiento enzimatico (Moon et al., 2020).

Dentro de los métodos fisicos, los tratamientos térmicos son los mas utilizados para
inhibir la accién de la PPO. Se tiene el uso de bajas temperaturas donde se somete al
alimento a refrigeracion o congelacion. Asimismo, el uso de altas temperaturas, donde
técnicas como el escaldado, pueden inhibir facilmente la actividad enzimética; ademas
de la combinacién de éste con microondas se ha propuesto como una alternativa
(Devece et al., 1999). También, la irradiacidn es otro método fisico en el cual se irradia

al alimento con luz ultravioleta o radiacibn gamma (Banerjee et al., 2015).

Las técnicas convencionales de prevencion del oscurecimiento estan ligadas a pérdida
de peso y calidad nutricional de los alimentos; por ejemplo, el escaldado puede causar
una generacién indeseable de color o sabor y un ablandamiento de la textura. Por otro
lado, el oscurecimiento también se puede evitar manteniendo al alimento en
atmosferas pobres en oxigeno o limitando su exposicion a éste (Nicolas et al., 2003).
En este Ultimo se ha propuesto el uso de peliculas, recubrimientos comestibles o la
inmersion de los alimentos en una solucién de azucar o sal de una determinada

concentraciéon para evitar el contacto con el oxigeno (Moon et al., 2020).




El uso de métodos fisicos 0 quimicos para inhibir el oscurecimiento enzimatico puede
modificar las caracteristicas sensoriales del alimento. Sin embargo, la combinacion de
ambos métodos puede resultar mas efectiva (Moon et al., 2020; Nicoli et al., 1994). En
este sentido, el uso de peliculas y recubrimientos comestibles ademas de cumplir su
proposito (proteger al alimento), pueden dotar de ingredientes funcionales a los

alimentos.

2.3. Recubrimientos comestibles
2.3.1. Definicidén

Sanchez-Gonzalez et al. (2011) definen a los recubrimientos comestibles como una
envoltura delgada, utilizada en la industria alimentaria, obtenida a partir de polimeros
biodegradables, no téxicos y que permite incrementar la calidad de los alimentos

durante su conservacion.

Otra definicion del recubrimiento comestible es considerarlo como una matriz
transparente, continua y delgada, la cual se estructura alrededor de un alimento. Esto
se realiza generalmente mediante la inmersién del producto en una disolucion
formadora del recubrimiento con el fin de preservar su calidad y servir de empaque
(Fernandez Valdés et al., 2015).

2.3.2 Caracteristicas y propiedades

Los recubrimientos y peliculas comestibles deben cumplir diversas caracteristicas para

mantener la integridad y calidad del alimento; algunas de éstas son:

e Ser libres de téxicos y seguros para la salud

e Ser econdémico

e Deben tener buenas propiedades de barrera contra el agua, la humedad, y
gases como Oz, CO2 y etileno

e Ser lo més insipido posible

e Debe permanecer intacto y cubrir un producto adecuadamente

e Deben ser de transparente a opaco, capaz de tolerar una ligera presién
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e Deben mejorar la apariencia, integridad y las propiedades mecanicas para

mantener la estructura y preservar la textura (Fernandez Valdés et al., 2015).

Para su empleo se puede adicionar a la matriz del empaque y asi poder consumirse
con el alimento, mejorando asi la seguridad o incluso atributos nutricionales y
sensoriales (Dhall, 2013).

Es importante saber que existen diferencias entre una pelicula y un recubrimiento
debido a que tienen diferentes propiedades: La pelicula se forma por separado y es
colocada sobre el alimento lo que implica que no forma parte de éste (Sharma y Rao,
2015), mientras que el recubrimiento se aplica sobre la superficie del alimento por
diferentes métodos desde aspersion o inmersién, por lo que éste si forma parte del
alimento (Arredondo Ochoa, 2012).

2.3.3. Materiales para su elaboraciéon

Los recubrimientos comestibles pueden estar constituidos por tres componentes
principales: proteinas, polisacaridos o lipidos. Las proteinas utilizadas pueden ser
gluten de trigo, colageno, zeina de maiz, proteina de soja, caseinay proteina de suero.
Los polisacaridos mas comunes son: alginato, almidén, quitosano, dextrina, pectina y
derivados de celulosa. Los lipidos adecuados para su uso en recubrimientos incluyen

ceras, acilgliceroles y algunos acidos grasos (Cagri et al., 2004; Falguera et al., 2011).

Ademés, se afiaden plastificantes a las soluciones precursoras para mejorar las
propiedades del recubrimiento final. Estos aditivos suelen ser moléculas de bajo peso
molecular y alto punto de ebullicion, que son altamente compatibles con los polimeros.
Los plastificantes comunes de calidad alimentaria, como sorbitol, glicerol, manitol,
sacarosa y polietilenglicol, reducen la fragilidad y aumentan la flexibilidad del

recubrimiento (Cagri et al., 2004).

2.3.3.1 Suero de leche

Dentro de las proteinas mas conocidas se tiene al suero de leche o también conocido

como lactosuero, éste se define como un producto lacteo obtenido de la separacion
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del coagulo de laleche, de la crema o de laleche semidescremada, mediante la accion
acida o de enzimas del tipo del cuajo. Lo que provoca que se rompa la leche en dos
fracciones coloidales (Poveda, 2013). Por un lado, a la fraccién sdlida la cual esta
compuesta por proteinas insolubles y lipidos. La segunda por una fraccion liquida que
corresponde al suero de leche que se encuentra suspendido y que contiene
componentes nutricionales que no se integraron a la coagulacion de la caseina como

son carbohidratos, vitaminas y minerales (Doyle et al., 1997).

El suero de leche tiene diversas aplicaciones en la industria, debido al alto contenido
de proteina y minerales. Las proteinas de lactosuero son usadas ampliamente en una
variedad de alimentos gracias a sus propiedades funcionales como solubilidad,
emulsificacion, retencion de agua/grasa, espumado, espesantes y propiedades de
gelificacion (Parra, 2009).

2.3.3.2. Alginato

Los alginatos son los polisacaridos mas abundantes presentes en las algas marinas.
Este polimero debe su caréacter polianiénico a los grupos carboxilo que aparecen a lo
largo de la cadena. Después de la adicion de iones de calcio, el alginato sufre cambios
conformacionales, dando lugar al conocido modelo de gelificacion del alginato

conocido como “caja de huevo” (Avendafio-Romero et al., 2013).

La viscosidad de las soluciones de alginatos depende de la longitud de las moléculas,
cuanto mayor sea la longitud de las cadenas, mas alta sera la viscosidad (Mancini et
al., 1999). Existen diferentes estudios que indican la seguridad del uso de los alginatos
en los alimentos. Los alginatos de sodio, potasio, calcio y amonio, acido alginico y el
alginato de propilenglicol, son aditivos alimenticios reconocidos como inocuos Yy
seguros (Avendafo-Romero et al., 2013).

2.3.4. Aplicaciones en alimentos

Algunos estudios han demostrado que el uso de recubrimientos comestibles son una

alternativa para el control de la actividad enzimatica en los procesos de oscurecimiento
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de ciertos alimentos. Por ejemplo, la aplicacion de recubrimientos con quitosano en
frutos “ojo de dragdn” (Dimocarpus longan) disminuyé la actividad de la PPO durante
el almacenamiento a 4°C, reduciendo ligeramente el pardeamiento del pericarpio del
fruto (Vangnai et al., 2006).

La alta demanda de los consumidores por una mayor calidad de mantenimiento y
frescura de los alimentos listos para el consumo ha dado lugar al concepto de empaque
activo, un tipo de empaque que altera las condiciones que rodean al alimento para
mantener la calidad y frescura del producto, mejorar las propiedades sensoriales o
mejorar la seguridad y la vida util del producto (Cagri et al., 2004). Esto puedo
conseguirse mediante la adicion de compuestos bioactivos tales como antioxidantes,

probioticos, entre otros.

2.4. Bacterias acido-lacticas
2.4.1. Generalidades

El término Bacteria del Acido-Lactico fue gradualmente aceptada a principios del siglo
XX (van Reenen y Dicks, 2011). Se conoce con otros términos como "bacterias que
agrian la leche" y "productoras de &cido-lactico". Las bacterias acido-lacticas (BAL), se
definen como un grupo heterogéneo de bacterias, tienen forma de cocos o bacilos, con
una longitud variable y grosor de 0.5 -0.8 um, son Gram positivas, no patégenas, no
toxigénicas, fermentadoras, caracterizadas por producir acido lactico a partir de
carbohidratos, lo que las hace ltiles como cultivos iniciadores para la fermentacién de

alimentos (Sanchez y Tromps, 2014).

Otros rasgos comunes de las BAL es que son microorganismos anaerébicos, no
forman esporas, no son moviles, son oxidasa y catalasa negativa, carecen de actividad
respiratoria porque les falta la enzima citocromo catalasa, contienen un grupo hemina
gue les permite poner en marcha la cadena respiratoria con el oxigeno como aceptor
de electrones, reducen el nitrato y no producen pigmentos. Son bacterias acido-
tolerantes, lo cual les permite crecer en medios donde otras bacterias no se
desarrollan, pueden crecer en pH bajo, aunque normalmente a un pH de 4y 4.5

(Ramirez Ramirez et al., 2011).
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Las BAL son quimiotroficas, esto quiere decir que encuentran la energiarequerida para
todo su metabolismo a partir de la oxidacion de compuestos quimicos. La oxidacion de

azucares constituye el principal producto de energia (Khalid, 2011).

Ademas, son un grupo de bacterias exigentes para su crecimiento ya que no sélo
necesitan carbohidratos como fuente de energia y de carbono, sino también de los
aminoacidos, las vitaminas y nucledtidos. Y en el medio de cultivo suelen suplirse por
carbohidratos fermentables, peptona, extracto de carne y extracto de levadura.

(Samaniego y Sosa del Castillo, 2006)

Estos microorganismos se pueden encontrar en productos derivados de la leche, ya
gue son capaces de fermentar monosacaridos o polisacaridos para transformarlos en
acidos como lactico, citrico, propionico, exopolisacaridos, bacteriocinas, peroxido de
hidrogeno, endulzantes no caldricos, vitaminas, bebidas lacteas, ensilados, formacion
de sabores y aromas deseables, maduracion de quesos, entre otros. Los anteriores
metabolitos y otros son producidos través de rutas metabdlicas utilizando la glucosa
como fuente primaria de energia hasta la produccion del metabolito deseado. Se
encuentran difundidos en productos fermentados liquidos y sélidos (Parra Huertas,
2010).

2.4.2. Clasificacion

Las BAL se clasifican en géneros diferentes, estos pueden ser: por morfologia, por su
crecimiento a diferentes temperaturas, por el acido producido, la habilidad para crecer
a altas concentraciones de sal y tolerancia acida. En la naturaleza existen diferentes
géneros de BAL aunque las mas representativas son: Lactobacillus, Bifidobacterium,
Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc. Asimismo, se pueden clasificar a partir de
su modo de fermentacién de la glucosa, de la cual se tiene dos subclases:

homofermentadoras y heterofermentadoras (Ramirez Ramirez et al., 2011).
2.4.2.1 Homofermentadoras

Las homofermentadoras poseen la enzima aldolasa y producen &cido lactico como el
producto principal de la fermentacion de la glucosa, la via homofermentativa incluye
una primera fase de todas las reacciones de la glucolisis como se muestra en la Figura

3, que transforman la hexosa a piruvato; donde se convierte 1 mol de glucosa en dos
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moles de acido lactico. Las bacterias pertenecientes a este grupo poseen las enzimas
aldolasa y hexosa isomerasa, pero carecen de la fosfocetolasa; algunos ejemplos de
estas bacterias son: Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus (Hernandez-Mendoza
et al., 2007).
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Figura 3. Fermentaciéon homolactica (Tomado de Parra Huertas, 2010).

2.4.2.2 Heterofermentadoras

Las heterofermentadoras son las que convierten hexosas a pentosas por la via 6-
fosfogluconatofosfocetolasa produciendo en el proceso acido lactico y cantidades
significantes de otros productos como acetato, etanol, ATP y CO2, lo anterior se
muestra en la Figura 4. A diferencia de los homofermentadores estas bacterias
contienen las enzima fosfocetolasas pero carecen de aldolasa y hexosa isomerasa
(Hernandez-Mendoza et al., 2007; Carr et al., 2002).
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Figura 4. Fermentacion heterolactica (Tomado de Parra Huertas, 2010).

2.4.3. Lactobacillus

Los Lactobacillus son un género de bacterias que tiene forma de bastones o mejor
conocido como bacilos largos y cortos o cocobacilos que se presentan en cadenas.
Son Gram positivos, no esporulados, inméviles y son mesdfilos, aunque su rango de
temperaturas para el crecimiento oscila entre 2 y 53 °C, algunos crecen por debajo de
15 °C y hay cepas que crecen por debajo de 5 °C (Samaniego y Sosa del Castillo,

2006).

Dentro de las caracteristicas biogquimicas la mayoria de ellos tienen un metabolismo
homofermentativo ya que forman acido lactico como producto principal de la

fermentacién de los azlcares; son aerotolerantes, no reduce nitratos, catalasa
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citocromo negativo. Ademas, tienden a crecer en medios ligeramente acidos con pH 6

y 4, pero llegan a morir en medios neutros o alcalinos (Goldstein et al., 2015).
2.4.3.1. Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria Gram positiva, no formadora de esporas, en
forma de varilla, como se muestra en la Figura 5. Es facultativamente anaerobia o
microaerofilica, inmovil ya que no posee flagelos, presenta pilis, plasmidos y es
catalasa negativa. Pertenece a los organismos mesdfilos, algunas cepas pueden
crecer atemperaturas inferiores a 15 °C o superiores a 40 °C. El tamafio de esta célula
es de 0.8 a 1.0 ym de ancho y de 2.0 a 4.0 um y puede crecer en forma individual o

en cadenas cortas (Valik et al., 2008).
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Figura 5. Microscopia de Lactobacillus rhamnosus (Tomado de Khue y Vinh, 2013).

Es una bacteria muy exigente ya que, para crecer, requiere de varias vitaminas,
incluido acido fdlico, riboflavina, niacina, acido pantoténico y calcio mineral. El valor de
pH inicial éptimo para su crecimiento esta en el intervalo de 4.5 a 6.4. Tiene un
metabolismo heterofermentativo ya que transforma las hexosas en L (+)-acido lactico,
las pentosas igual se fermentan. En ausencia de glucosa, produce acido lactico, acido
acético, acido formico y etanol. Asimismo, es el Unico que puede fermentar a la
ramnosa (Valik et al., 2008).
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L. rhamnosus GG es considerada una cepa probidtica, ya que ha sido clinicamente
estudiada y se encontr6 que ayuda a diversas enfermedades, pero principalmente a la
salud del sistema digestivo. Dentro de sus capacidades, puede inhibir el crecimiento

de bacterias que presentan alta patogenicidad (Hickey, 2017).

2.5. Antioxidantes
2.5.1. Generalidades

Shahidi (2000) define a los antioxidantes como aquellas sustancias que, cuando estan
presentes en los alimentos en concentraciones bajas en comparacion con las de un

sustrato oxidable, retrasan o previenen la oxidacion de éste.

Los antioxidantes son sustancias de interés en la industria alimentaria para prevenir el
deterioro de los alimentos y mantener su calidad nutricional. Ademas, son de interés
en las areas bioldgica y médica, porque pueden ayudar al cuerpo a disminuir el dafio
causado por sustancias susceptibles a la oxidacion y por radicales libres (Shahidi,
2000).

En los ultimos afios se han estudiado muchas fuentes de antioxidantes de origen
vegetal por su facil accesibilidad. Los vegetales contienen numerosos tipos de
antioxidantes con actividades variadas; entre estos destacan, los aceites y las semillas
oleaginosas, las especias, hierbas y sus correspondientes oleonesinas, los cereales,
los granos, asi como los hidrolizados de proteinas y los tés se han estudiado
ampliamente (Shabhidi, 2000).

Un tipo de antioxidante presente en varios alimentos de origen vegetal son los
compuestos fendlicos. Algunas fuentes son los frijoles (isoflavonas), citricos
(flavonoides), cebolla (quercetina), aceitunas (polifenoles), entre otros. Asimismo,
estos compuestos fendlicos se han encontrado en el café, vino tinto y té. Por tanto, el
consumo de alimentos ricos en antioxidantes ayuda a proteger al organismo contra la

oxidacion producido por los radicales libres (Avello y Suwalsky, 2006).

Una fuente vegetal de antioxidantes es la planta de té. El extracto de té verde mostro

un rendimiento antioxidante comparable al antioxidante sintético convencional
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terbutilhidroquinona (TBHQ) y puede ser mas rentable que otras fuentes naturales de

antioxidantes (Senanayake, 2013).
2.5.2. Té verde

La planta de té (Camellia sinensis) es una planta cuyas hojas y brotes se utilizan para
preparar el té, una de las bebidas mas consumidas en el mundo. El té se puede
clasificar en tres tipos principales, dependiendo del nivel de oxidacién de las hojas: té
verde, té oolong y té negro. El té verde se produce al inactivar la polifenoloxidasa de
las hojas frescas mediante la aplicacién de tratamientos térmicos, lo que evita la
oxidacion enzimatica de las catequinas, los compuestos flavonoides mas abundantes

presentes en los extractos de té verde (Senanayake, 2013).

La composicion quimica del té verde varia segun el clima, la estacion, las préacticas
horticolas y la posicién de la hoja en el brote cosechado. Los principales componentes
de interés antioxidante son los polifenoles y dentro de ellos se encuentran los
flavonoides. Los cuatro flavonoides principales en el té verde son las catequinas:
epicatequina, epigalocatequina, galato de epicatequina y galato de epigalocatequina
(Sinija y Mishra, 2008).

Asimismo, las hojas de té frescas contienen cafeina (3.5 % del peso seco total,
aproximadamente), teobromina (0.15-0.2%), teofilina (0.02-0.04%) vy otras
metilxantinas; lignina (6.5%), acidos organicos (1.5%), clorofila (0.5%) y otros
pigmentos, teanina (4%) y aminoacidos libres (1-5.5%) y numerosos compuestos de
sabor. Ademas, contienen una amplia variedad de otros componentes, que incluyen
flavonas, acidos fendlicos y dépsidos, carbohidratos, alcaloides, minerales, vitaminas
y enzimas (Senanayake, 2013). Por otro lado, otros compuestos de interés en las hojas
secas de té verde incluyen &cido gdlico, quercetina, kaempferol, miricetina, acido

cafeico y acido clorogénico (Sinija'y Mishra, 2008).
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3. JUSTIFICACION

Las reacciones de oscurecimiento provocan deterioro en los alimentos modificando su
aspecto fisico, sensorial y su calidad nutricional. Este deterioro es un problema comun
gue se observa en el hogar, la industria 'y en el sector comercial, el cual a su vez puede

causar pérdidas econémicas.

En particular, las reacciones de oscurecimiento enzimatico son indeseables en la
mayoria de los alimentos que se consumen diariamente; éstas afectan principalmente
a aquellos ricos en polifenoles por la accion enzimética de la polifenoloxidasa, siesno
el aguacate uno de los alimentos mas afectados por esta enzima. Este es un alimento
ampliamente consumido en México y exportado a varias regiones del mundo para su
empleo en distintos platillos, por lo que es importante buscar una forma de conservarlo

adecuadamente, una vez que su pulpa es expuesta al ambiente.

En este trabajo se propone elaborar un recubrimiento comestible, que evite o
disminuya la actividad de la polifenoloxidasa en este fruto, sin modificar las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales. Al mismo tiempo, se busca que al
combinarse con el aguacate forme un alimento funcional mediante la adicion de
extractos naturales de té verde que aporten antioxidantes y ademas contenga

bacterias acido-lacticas que contribuyan con caracteristicas funcionales.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de recubrimientos adicionados con té verde y Lactobacillus
rhamnosus sobre las caracteristicas de calidad de rodajas de aguacate variedad Hass

(Persea americana).

4.2. Objetivos Particulares

e Preparar un medio de crecimiento para Lactobacillus rhamnosus con suero de
leche, té verde y sacarosa, y evaluar el crecimiento del microorganismo.

e Elaborar recubrimientos a partir del medio de crecimiento fermentado, alginato,
cloruro de calcio y &acido citrico, y aplicarlos a rodajas de aguacate.

e Determinar color, poblacién microbiana, capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos de las rodajas de aguacate recubiertas y almacenadas en

refrigeracion.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

El esquema de trabajo que se siguid para la realizacion de este proyecto se muestra

en la Figura 6 y se describe con mas detalles en la metodologia.

Preparaciéon de medio Preparacién de soluciones para
(suero de leche, té verde y el recubrimiento (alginato,
sacarosa) cloruro de calcio y acido citrico)
< Esterilizacion
121 °C/15 min
y
Lactobacillus o
rhamnosus ” Inoculacién/Incubacion < 37°C/24h
A y
Medio de crecimiento » Preparacién de sistemas
fermentado (24 h) i (Ver tabla 4)
Aspersion
\ 4 v
Medicién de la poblaciéon Formacién de
microbiana recubrimiento en aguacate
(rodaiac)
y
Rodajas de aguacate
recubiertas
A
Almacenamiento

Analisis microbiolégico A Evaluacion de color, capacidad

44— Refrigeracién/5 °C

antioxidante y compuestos
fendlicos (tiempo 0y 12 h)

A 4

(BAL)

Figura 6. Esquema de trabajo para la elaboracién de recubrimientos aplicados a
rodajas de aguacate.
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6. MATERIALES Y METODOS

e Material de vidrio: El necesario para cada determinacion.

e Material biolégico: Aguacate variedad Hass en buen estado, maduro, sin
magulladuras o contaminacion evidente; cepa de Lactobacillus rhamnosus de
la coleccion de cepas del laboratorio de bromatologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas, suero de leche y té verde marca Therbal.

e Reactivos: Los necesarios para cada determinacion grado analitico o grado

alimenticio.

Tabla 2. Métodos y referencias utilizados en la investigacion.

Determinacion Técnica Referencia
Color Colorimetria Rodriguez-Campos et
al., (2020)
Compuestos fendlicos Método Rodriguez-Campos et
espectrofotométrico al., (2020)

(Folin-Ciocalteu)

Capacidad antioxidante = Método Rodriguez-Campos et
espectrofotométrico al., (2020)
(DPPH)
Bacterias acido-lacticas  Vertido en placa NOM-092-SSA1-1994
(BAL)
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Tabla 3. Equipos utilizados en la investigacion.

Equipo Marca Modelo
Autoclave CISA AS-25
Balanza analitica Ohaus — Serie Pioneer PA 224C
Bafio de agua AquaBath Barnstead Lab-Line 18005AQ
Campana de flujo laminar vertical Prendo CFLV-102
Colorimetro PCR TCR 200
Contador de colonias SOL-BAT Q-20
Incubadora LUZUREN DHP-500
Incubadora orbital Prendo INO-650
Medidor de pH portétil Conductronic PH10
Parrilla digital Fisher Scientific Isotemp

Refrigerador MABE RMT510




7. METODOLOGIA

7.1 Preparacién del medio de cultivo

Se prepar6 un medio de cultivo a partir de una solucion al 5% de suero de leche y
sacarosa, junto con una infusion elaborada con una bolsa de té verde comercial (marca
therbal) en 200 mL de agua a ebullicion, la solucion se mantuvo en reposos durante
15 min. Una vez preparado el medio, éste se esterilizé en una autoclave a 121 °C por
15 min. Posteriormente, el suero se inoculd con 2 mL de Lactobacillus rhamnosus y se
incubd a 37 °C durante 24 h.

Se determind en el medio fermentado la poblacién de L. rhamnosus por el método de
vertido en placa, usando agar MRS e incubando las cajas Petri en condiciones de
anaerobiosis a 37 °C durante 24 h. Al término de la incubacion se realizo el conteo de
la poblacion; los resultados fueron expresados como unidades formadoras de colonia
(UFC/mL).

7.2 Preparacion de sistemas para el recubrimiento

Se prepararon soluciones de alginato de sodio, cloruro de calcio y &cido citrico, éstas

se esterilizaron en una autoclave a 121 °C por 15 min.

A continuacion, se formaron diferentes sistemas con las soluciones y el medio
fermentado, manteniendo un pH = 3. En la Tabla 4 se muestran las concentraciones
de las soluciones y la combinacion de éstas para formar el recubrimiento que se aplico

sobre rodajas de aguacate variedad Hass.
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Tabla 4. Formulacion de los sistemas elaborados.

Sistemas Medio Alginato Cloruro  Acido citrico rgua
ermentado 05% 10% 20% 3% 0.5% o
1 X X X X
2 X X X N
3 X < X <
4 X < X N
° X
6 X .
7 X <
° X

7.3 Aplicacién del recubrimiento

Se seleccionaron aguacates en buenas condiciones, sin magulladuras y sin
contaminacion evidente. Se corto el alimento en rodajas de aproximadamente 0.5 cm
de grosor e inmediatamente se aplicaron por aspersion los sistemas que se muestran
en la Tabla 4 para formar un recubrimiento homogéneo. Una vez aplicado el

recubrimiento se realizaron los analisis descritos 7.4 y 7.5.

7.4 Analisis microbioldgico

A las rodajas de aguacate recubiertas con los sistemas que contenian el medio
fermentado en su formulacion se les realizé un recuento de bacterias acido-lacticas

(BAL). Este analisis se realizé por el método de vertido en placa.

Se tomd una muestra del aguacate recubierto y se diluyé en agua peptonada.
Posteriormente, se inocularon cuatro cajas Petri por duplicado, utilizando agar MRS e

incubando las placas a 35 °C durante 24 h en condiciones anaerodbicas. Finalmente se
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realizo el conteo en placa y se determind la presencia de bacterias acido-lacticas

expresando los resultados como UFC/mL.

7.5 Evaluacion de color, capacidad antioxidante y compuestos fendlicos

Se determiné el color de los sistemas elaborados utilizando un colorimetro; midieron 3

diferentes zonas de cada una de las rodajas recubiertas.

Se determinaron los parametros L* (Luminosidad), a* (+rojo, -verde) y b* (+amarillo, -
azul) de la escala CIELab, con estos parametros se determiné el cambio neto de color

(AE) usando la siguiente ecuacion:
AE = [(Ln - LO)Z + (an - aO)z + (bn - bo)z]2

donde los subindices n y 0 corresponden a los tiempos de medicion (n son los
diferentes tiempos de medicion y 0 al tiempo después de la aplicacion del
recubrimiento). La medicion del color se realiz6 a diferentes tiempos: 0, 1, 2, 4, 8, 12y

16 h de colocado el recubrimiento.

Por otro lado, se realiz6 el analisis de la capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos, siguiendo la técnica del DPPH y el método de Folin-Ciocalteu, los cuales se

describen a continuacion.

Serealizé una extraccion alos sistemas tales (S3, S4, S5, S6) con 50 ml de una mezcla
de agua-acetona en una relacién 70:30, durante 30 min en agitacién constante.
Transcurrido el tiempo se filtr6 el extracto obtenido y se diluyé con 15mL de etanol,
esta dilucion se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min y se continué con la

determinacion de la capacidad antioxidante.

Para la capacidad antioxidante se tomé una alicuota de un 1mL del extracto
solubilizado en etanol, posteriormente se le adicioné 1 mL del reactivo DPPH. Se
mezclo perfectamente, dejando reposar la reaccion por 30 min en ausencia de luz, se
realizo la lectura de la muestra en el espectrofotometro a 517 nm. La capacidad

antioxidante fue expresada como mg de Trolox/100 g de muestra.
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Los compuestos fendlicos totales se determinaron tomado una alicuota de la muestra
y se le adicion6 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau 0.1 M. La mezcla se dej6é en
reposo por 3 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Pasado este tiempo, a la
mezcla se le adiciond 1 mL de Na2COs al 0.5%. La mezcla se dejo reposar 30 min y
se leyo en el espectrofotometro a 765 nm. El contenido de compuestos fenolicos fue

expresado como mg de equivalentes de acido galico (EAG)/ 100 g de muestra.

7.6 Almacenamiento

Las muestras de aguacate recubiertas se almacenaron en refrigeracion (5°C) y se

volvieron a estudiar mediante los andlisis descritos en el apartado 7.4y 7.5.

7.7 Andlisis estadistico

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. Para el analisis de los datos se
empleo el software Minitab 2016, en el cual se realizaron analisis de varianza (ANOVA)

y pruebas de comparacion estadistica de Tukey con un nivel de confianza de a=0.05.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Crecimiento de Lactobacillus rhamnosus en sistema con suero de lechey

té verde

La evaluacion del crecimiento de L. rhamnosus en la solucién con té verde, suero de
leche y sacarosa después de 24 h de incubacion fue de 2.31x10° + 0.04 UFC/mL lo
gue equivale a 9.36 ciclos logaritmicos esta poblacién se encuentra 2 ciclos por arriba
de lo reportado para bacterias &cido-lacticas con capacidad probiética, la cual debe
ser de 1x10% UFC/mL (FAO-WHO, 2006). También se encuentra por arriba de lo
reportado por Montero-Lagunes et al. (2009), quienes mencionan que el crecimiento
de Lactobacillus casei en suero de leche fue de 1x10” UFC/mL. Esto se puede atribuir
ala presencia de suero de leche en el sistema, debido a que el suero de leche contiene
proteina 2.2%, bajo contenido de grasa 0.5% y lactosa 4.3%, nutrientes que fueron
aprovechados por el microorganismo (Montero-Lagunes et al., 2009). Por otro lado,
Torres Rodelo (2018) reporté que L. rhamnosus presenta un crecimiento maximo de
12.5 ciclos logaritmicos en lactosuero adicionado con inulina al 2% y extracto de
levadura 4.9%, la poblacion obtenida en nuestra investigacion es menor en
comparacion con el trabajo mencionado; sin embargo, el sistema formulado por
nosotros no contenia sustancias prebidticas o fuentes extras de nitrdgeno, por lo que
el medio formulado para esta investigacion puede ser un buen vehiculo para el

crecimiento de Lactobacillus.

8.2. Aplicacion de los recubrimientos sobre rodajas de aguacate

La Figura 7 muestra la aplicacion de los recubrimientos sobre las rodajas de aguacate
de los sistemas elaborados, indicados en la Tabla 4 y numerados en las placas como
S1 a S8. Para los sistemas S1, S2, S3, S4 y S7 la consistencia del recubrimiento fue
gelatinosa y se mantuvo sobre la superficie de la rodaja; mientras que en los sistemas
S5, S6, y S8 no se aprecio dicha consistencia, ésta se escurria sobre la rodaja, esto

ultimo debido a que no se presenta la interaccion alginato-cloruro en estos sistemas.
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La interaccion de alginato-cloruro se debe a un intercambio ionico, el cual es una
reaccion quimica reversible que se da cuando un ion se intercambia por otro de igual
carga que se encuentra unido a una particula sdlida inmaévil. En el caso del alginato,
éste tiene la capacidad de formar un gel a partir de un intercambio i6nico con el cloruro
de calcio en la que el sodio es remplazado por el calcio (Gonzéalez Alvarado, 2009). El
alginato es un polisacarido que puede formar cadenas lineales en las cuales existen
cavidades donde se puede acomodar un ion de calcio. Al realizarse el intercambio
idnico, el alginato experimenta un cambio de conformacion dando lugar al modelo de
‘caja de huevo” en el cual se forman enlaces entre las cadenas adyacentes del

polimero dando como resultado un gel brillante (Avendafio-Romero et al., 2013).

Por otro lado, los sistemas S5, S6, y S8 estan formulados Unicamente con agua, agua-
medio fermentado y &cido citrico, respectivamente. La ausencia del alginato en estos
sistemas de base acuosa ocasiona que no exista un proceso de gelificacion como en
los otros sistemas, lo cual provoca que no haya unainteraccion entre los componentes

y por tanto genera que el recubrimiento escurra sobre las rodajas de aguacate.

Figura 7. Rodajas de aguacate recubiertas con alginato, solucién de té verde y

Lactobacillus.
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8.3. Evaluacion del color de rodajas de aguacate aplicadas con el recubrimiento

La Tabla 5 muestra la evaluacion del color que presentaron las rodajas de aguacate
cubiertas con los recubrimientos, a diferentes tiempos (1 — 16 h). Como se puede
observar, para el tiempo de 1 h, las rodajas de aguacate analizadas no presentaron
ninglin cambio de color y textura evidente. Después de 4 h el cambio de color es aln
imperceptible, asi como la textura de las muestras. Sin embargo, a partir de la hora 8
se comenzo6 a observar oscurecimiento en algunos sistemas. Para las 12 h, ademas
de tener un cambio de color apreciable, las muestras comenzaron a presentar cambios
en la textura. Finalmente, a las 16 h es completamente visible el cambio de color y de

textura en las rodajas de aguacate.

Como se describid anteriormente, la actividad de la enzima polifenoloxidasa es la
responsable del oscurecimiento de frutas y verduras ricas en polifenoles; por lo que es
importante inhibir esta enzima para reducir el oscurecimiento en los alimentos. En la
actualidad se desarrollan diferentes métodos de inhibir la actividad de la PPO para
mantener la calidad de los alimentos; sin embargo, de acuerdo con las tendencias
actuales, también se deben satisfacer las necesidades de los consumidores que
buscan atencion a las fuentes naturales, los beneficios para la salud y la sostenibilidad
(Moon et al., 2020).

Se han realizado diversos trabajos sobre las formas de inhibir la actividad de la PPO y
reducir el oscurecimiento en los alimentos. En este sentido, Almeida y Nogueira (1995)
investigaron el uso de métodos de inhibicién de la PPO en frutas y verduras con el fin
de eliminar o reducir el uso de sulfitos, un agente inhibidor tradicional, pero dafino para
la salud. Encontraron que para el caso del aguacate la actividad de la PPO fue
resistente a la mayoria de los tratamientos empleados, donde el uso de sulfitos fue el

inhibidor mas eficiente de la actividad de la PPO del aguacate.
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Tabla 5. Rodajas de aguacate recubiertas durante diferentes tiempos de evaluacion de color.

Tiempo /h 1 2

Evidencia

Tiempo /h

Evidencia
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El color es una de las caracteristicas mas importantes en los alimentos, ya que éste
es un valor estético y de frescura, la seleccidn inicial de un alimento siempre se hace
con el sentido de la vista, por lo cual es una caracteristica que se debe cuidar durante

el almacenamiento de estos.

En este trabajo se buscé utilizar compuestos que redujeran el oscurecimiento, por lo
cual se incluy6é en la elaboracion de los sistemas el té verde. Este es rico en
antioxidantes polifendlicos, siendo las catequinas las de mayor proporcion; esta
caracteristica es gracias a que las hojas son frescas y no pasan por un proceso de
oxidacion enzimatica (Hernandez Figueroa et al., 2004). De igual manera se incluyo al
acido citrico debido a que permite mantener un pH bajo, lo que inhibe la actividad
enzimatica. Asimismo, el &cido citrico actia como agente quelante lo cual también
inhibe la actividad de la PPO (Silveira, 2017; Campos Martin, 2014). Sin embargo, a
pesar de la adicion de estos ingredientes no fue posible evitar el oscurecimiento en las

rodajas de aguacate, después de 8 h.

La Figura 8 muestra cuantitativamente el cambio neto de color que presentaron las
rodajas de aguacate cubiertas, se presenta Unicamente la evaluaciéon durante 12 h,
debido a que como se observo en la Tabla 5, a las 12 h las rodajas de aguacate

presentaban afectacion de la textura.

Esta evaluaciéon se hizo midiendo el cambio neto de color (AE), esté parametro se
refiere a la diferencia que existe entre dos 0 mas muestras. La norma ISO 126547-2
estipula los estandares de tolerancia para el AE, la cual indica que un valor superior a
5 es inaceptable en la mayoria de los procesos en los que indican diferencia de color
especialmente evidente. En la Figura 8 se puede observar que los sistemas mas
afectados transcurridas 12 h de aplicado el recubrimiento son 1, 2, y 7, los cuales
superan el AE de 20. San Martin (2021) determiné que los valores de AE en manzana
verde en diferentes estados de madurez, oscil6é entre 10.2 y 15.4, estos valores son
mayores a 5; sin embargo, debe existir una diferencia grande para que los cambios de

color se puedan observar a simple vista (PCC Group, 2020).
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Figura 8. Cambio de color de rodajas de aguacate recubiertas con alginato, solucién
de té verde y Lactobacillus rhamnosus.

Por otro lado, los sistemas que menor afectacion presentaron son el 5y 6 con un AE
menor a 10, en cambio los sistemas 3 y 4 presentaron un AE mayor a 10, estos tenian
en su composicion el medio fermentado adicionado con té verde y acido citrico, como
se menciond anteriormente estos ingredientes no fueron obstaculos suficientes para
evitar la afectacion por la PPO, sin embargo, tuvieron menor afectacion; por lo cual, se
decidié que a estos recubrimientos se les evaluara la poblacion de BAL, capacidad

antioxidante y compuestos fendlicos.

8.4. Evaluacion de la poblacion microbiana derodajas de aguacate aplicadas con

el recubrimiento y almacenadas en refrigeracion

La Figura 9 muestra la poblacién de L. rhamnosus en las rodajas de aguacate
recubiertas con los sistemas en los cuales se utilizé el medio fermentado (sistemas 3,
4y 6). Puede observarse que el crecimiento fue mayor en el sistema 6 alcanzando 8
ciclos logaritmicos (p<0.05), mientras que los sistemas 3 y 4, la poblacion se redujo 1

ciclo logaritmico. En el caso del sistema 6 soélo tenia el medio fermentado y agua, no
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tenia alginato, cloruro, ni acido citrico, por lo que se puede suponer que estos

componentes influyen en el crecimiento de L. rhamnosus.

La disminucién de un ciclo logaritmico en el crecimiento de L. rhamnosus en los
sistemas 3 y 4, respecto al sistema 6, puede atribuirse a la composicién de estos.
Debido a que presentaban en su composicién alginato de sodio, cloruro de calcio y
acido citrico, este ultimo es un compuesto que disminuye el pH. Draget et al. (2005)
mencionan que la exposicion prolongada a tratamientos térmicos y variaciones de pH,
degradan al alginato por lo cual se puede ver afectado y asi provocar que el
recubrimiento adicionado con L. rhamnosus disminuya su poblacion al no estar
encapsulado totalmente. Por otra parte, el alginato y el cloruro de calcio son sales, las
cuales pueden afectar el crecimiento de las bacterias, ya que un aumento en la
concentracion de sal produce una disminucion en la velocidad de crecimiento y un

aumento en la fase de latencia; es decir, un retardo en el crecimiento (Girard, 1991).

De acuerdo con Parra Huertas (2010), el recuento de las bacterias acido-lacticas debe
estar en un rango de 105-10° UFC/mL o g, para considerarse como un cultivo
probidtico, por lo que la poblacién de BAL presente en los sistemas 3, 4 y 6 cumple
con lo reportado en la bibliografia, lo que permite considerar que los recubrimientos

elaborados tengan microorganismos con capacidad probidtica.
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Figura 9. Poblacion de Lactobacillus rhamnosus en rodajas de aguacate
almacenadas durante 24 h en refrigeracion a 5°C.
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8.5. Evaluacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de rodajas de

aguacate aplicadas con el recubrimiento y almacenadas en refrigeracién

La Figura 10 muestra los compuestos fendlicos en las rodajas de aguacate recubiertas
después de la aplicaciéon (tiempo 0 h) y después del almacenamiento en refrigeracion
5°C (tiempo 12 h). Se observa que no hay diferencia en el contenido de compuestos
fendlicos de los recubrimientos aplicados a las rodajas de aguacate, aunque algunos
sistemas (3 y 5) presentan los valores mas altos (16.26 + 2.70 y 14.18 + 2.97 mg
EAG/100 g, respectivamente), no hay diferencia estadistica (p<0.05) entre los
diferentes sistemas. Los valores de compuestos fendlicos de las rodajas de aguacate
recubiertas (tiempo 0 h) son similares a los determinados por Rodriguez-Carpena et
al. (2011), quienes reportan valores de 17.19 a 22.62 mg EAG/100 g en pulpa de
aguacate fresca variedad Hass. Por otro lado, después de 12 h se afectaron los
compuestos fendlicos, ya que se redujeron en todos los sistemas, siendo diferentes
estadisticamente respecto al tiempo 0 (p<0.05), aunque entre ellos no hay diferencia
estadistica (p>0.05). La menor afectacion se presenté en el sistema 5, con una
reduccion del 55%; mientras que en los sistemas 3, 4 y 6 la reduccion de fenoles fue
de 67, 75y 64%, respectivamente. Esta disminucién de compuestos fendlicos a las 12
h puede ser debida a que el recubrimiento no se atribuy6 de forma uniforme sobre la
rodaja de aguacate. Ademas, los valores de compuestos fendlicos después del
almacenamiento son diferentes a los reportado por otros autores, quienes mencionan
gue los compuestos fendlicos de pulpa de aguacate después de 7 dias de
almacenamiento en refrigeracion se mantienen constantes o incluso incrementan
durante el almacenamiento (Prabath Pathirana et al., 2013), esto se puede deber a la
composicién de los sistemas (3, 4 y 6), debido a que algunos compuestos
antioxidantes pueden actuar en forma sinérgica, aditiva o antagoénica. Por ejemplo, el
acido ascorbico y a-tocoferol (presente en el aguacate) producen actividad sinérgica
(Choe y Min, 2009), sin embargo, en este trabajo no se observa esta actividad sinérgica
pues no hay un incremento de los compuestos fendlicos, lo cual puede deberse a
factores como la variedad, el estado de madurez, la temporada de cosecha, incluso el
solvente usado para la extraccion y analisis de los compuestos fendlicos (Rodriguez-
Carpena et al., 2011).
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Figura 10. Compuestos fendlicos en rodajas de aguacate después de la aplicacion
del recubrimiento y a las 12 h en refrigeracion a 5°C.

Los datos obtenidos para la capacidad antioxidante de rodajas de aguacate recubiertas
después de la aplicacién (tiempo 0 h) ylas 12 h se presentan en la Figura 11. Se puede
observar que se mantiene el mismo comportamiento que para los compuestos
fendlicos. Para el caso de los sistemas 3, 4 y 5, no hay diferencia en la capacidad
antioxidante de los recubrimientos aplicados a las rodajas de aguacate al tiempo 0. A
pesar de que los sistemas 3 y 5 son los que mostraron los valores mayores que van
de 217.90 a 219.19 mg Trolox/100 g no hay diferencia estadistica (p<0.05) entre estos
sistemas, Unicamente con el sistema 6 donde se obtuvo un valor de 127.54 mg
Trolox/100g. Mientras que, a las 12 h de haber aplicado el recubrimiento, se disminuyd
la capacidad antioxidante en todos los sistemas siendo estadisticamente iguales
respecto al tiempo 0 (p<0.05).
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Figura 11. Capacidad antioxidante en rodajas de aguacate después de la aplicacion
del recubrimiento y a las 12 h en refrigeracion a 5°C.

De acuerdo con Yar Narvaez (2021), la variedad Hass presenta valores de capacidad
antioxidante que van de 106.93 a 112.20 mg Trolox/100 g, por lo que los valores
obtenidos en este trabajo estan por encima del valor reportado. Esto se debe a que los
sistemas estudiados fueron enriquecidos con el té verde, un componente rico en

antioxidantes.

Finalmente, como se menciond anteriormente la disminucion de la capacidad
antioxidante después de 12 h puede ser debida a la afectacion de los compuestos

fendlicos, mismos que se redujeron y por ende afectaron la capacidad antioxidante.
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9. CONCLUSIONES

El medio adicionado con suero de leche, sacarosa y té verde, utilizado en esta

investigacion resulté adecuado para el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus.

Se logro6 la formaciéon de recubrimientos con alginato aplicados sobre rodajas
de aguacate, con los cuales se pudo controlar el oscurecimiento enzimético y la

mantener la textura, durante 8 h y en refrigeracion a 5°C.

Las rodajas de aguacate recubiertas con los sistemas 5 y 6 presentaron un

menor cambio neto de color (AE < 10).

Las rodajas de aguacate recubiertas con los sistemas 3, 4 y 6 mantuvieron la
poblacién de L. rhamnosus por arriba de 6 ciclos logaritmicos, lo cual es

suficiente para que se pueda considerar como un recubrimiento funcional.

El contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de las rodajas
de aguacate recubiertas con los sistemas 3, 4, 5y 6, se encuentra dentro de la
reportado para puré de aguacate, sin embargo, se presenté una reduccion
después del almacenamiento, atribuida a la composicion de los sistemas,
observandose que al ser adicionados compuestos antioxidantes, estos pueden

actuar en forma sinérgica, aditiva o antagonica.

Los recubrimientos presentaron una capacidad antioxidante superior a lo
reportado en aguacate, esto debido en gran medida a que los sistemas
estudiados fueron enriquecidos con té verde, un componente rico en

antioxidantes.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas sensoriales a las rodajas de aguacate recubiertas para

comprobar su aceptabilidad entre la poblacion.

Evaluar el proceso de rancidez en las rodajas de aguacate recubiertas como

parte de las caracteristicas de calidad.

Evaluar otras formas de aplicacion del recubrimiento para determinar su

efectividad en el control del oscurecimiento enzimatico.

Determinar la actividad de la PPO, para conocer el nivel de deterioro producido

por la enzima en las rodajas de aguacate.

Evaluar la aplicacion del recubrimiento en puré de aguacate, para determinar si

existe un mayor efecto sobre el oscurecimiento.
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