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1 INTRODUCCION
El litchi (Litchi chinensis Sonn.) y el rambutan (Nephelium lappaceum L.), son frutos
tropicales no climatéricos, pertenecen a la familia Sapindaceae, la cual comprende
140 géneros y 1,500 especies, se caracterizan por un sabor agridulce y aroma
refrescante (Kader & Yahia, 2011). La cosecha de los frutos comienza cuando
adquieren un color rojo intenso, considerado como un criterio de calidad y madurez
en los mismos. El litchi y el rambutan son frutas altamente perecederas, una vez
cosechadas comienzan a deshidratarse rapidamente, lo que genera la degradacion
de las antocianinas presentes en el pericarpio. Esta degradacion aumenta los
subproductos de color oscuro debido a la accién de las enzimas polifenol oxidasa
(PO) y polifenol peroxidasa (PPO), el color rojo brillante desaparece, perdiendo asi

su valor comercial (Jiang et al. 2004; Zhang et al. 2005; Yingsanga et al. 2008).

El método utilizado para preservar el color durante la vida poscosecha es
fumigacion de los frutos con dioxido de azufre (SO2) debido a su bajo costo y facil
aplicacion. Sin embargo, el SOz, provoca reacciones alérgicas en el consumidor, su
uso esta restringido en Japdn, la Union Europea y esta Ilimitado en EUA,
(Sivakumar & Korsten, 2006), ademas el SOz cuando esta en contacto con la
atmdsfera reacciona con la humedad y forma aerosoles de acido sulfurico y

sulfuroso que formaran parte de la llamada lluvia acida (Garcés et al. 2010).

La aplicacion de recubrimientos biolégicos, elaborados a partir de: polisacaridos,
proteinas, lipidos o resinas en combinacién de microrganismos encapsulados en
matrices poliméricas de grado alimenticio, surgen como una alternativa para la
conservacion, extensidon de la vida comercial y mejoramiento en la calidad
poscosecha de frutos perecederos. (Yahia et al. 2011; Nussinovitch et al. 2013;
Fabra et al. 2014, Piermaria et al. 2015).
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2 MARCO TEORICO

2.1 Frutas climatéricas y no climatéricas

Las frutas son organismos vivos que continlan con su proceso de respiracion
después de ser cortadas, los carbohidratos son metabolizados en diéxido de
carbono y agua, esta reaccion produce la energia necesaria para mantenerse vivas
(Saltveit, 1997).

Las frutas pueden dividirse en dos tipos de acuerdo al tipo de maduracion:
climatéricas y no climatéricas. En las frutas no climatéricas el proceso de madurez
es gradual, pero continio mientras que las frutas climatéricas el proceso natural de
madurez es iniciado de acuerdo a cambios en la composiciéon hormonal. La madurez
climatérica se caracteriza por un rapido aumento en la velocidad de respiracién y
el desprendimiento de etileno por la fruta, conocido como respiracién climatérica
Fig. 1.

Fig. 1 Frutos climatéricos y no climatéricos (FAO, 2007).
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2.2 Tecnologias poscosecha para mantener la calidad en las frutas tropicales y
subtropicales
Debido a la pérdida econdbmica que generan los frutos tropicales por su corta vida
de anaquel, se han establecido nuevas tecnologias poscosecha para la
conservacion de los mismos; la temperatura y la humedad relativa (HR), son criticos
para el almacenamiento, asi como el transporte de frutas tropicales y subtropicales.
Las condiciones requeridas dependen de la naturaleza de cada producto (Kader &
Yahia, 2011). En la Fig. 2 se muestran las principales técnicas poscosecha

empleadas en la conservacion de frutos tropicales.

Mantenimiento
de la cadena de

frio
Empaque con
atmosferas Secado
modificadas
Recubrimientos
: Poscosecha Procesado
comestibles
Limpieza, lavado COtnd|IC:joneS
y sanitizacion controladas en
almacenamiento
Encerado

Fig. 2 Tecnologias poscosecha de frutos tropicales (Kader & Yahia, 2011).
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El proceso de maduracion en los frutos incluye una serie de cambios bioquimicos,
con la finalidad de desarrollar caracteristicas de: color, sabor, textura, tamafo y
forma que son importantes para el consumidor. La velocidad de respiracion es un
factor importante, si ésta es demasiado rapida la vida util del fruto es mas corta.
Existen factores extrinsecos como la temperatura y HR de almacenamiento que se
pueden controlar para disminuir este problema. La calidad de las frutas en la
cosecha y durante su vida poscosecha se ve afectada por las decisiones tomadas

en todo el proceso de cultivo y posterior comercializaciéon (Benkeblia et al. 2011).

2.3 Produccion nacional de litchi y rambutan

El litchi y el rambutan son frutos de clima sub-tropical originarios del sur de China y
norte de Vietnam. En México existe una amplia gama de condiciones climaticas que
favorecen el desarrollo de dichos frutos, siendo las zonas tropicales las de mayor

potencial productivo (Aguas-atlahua et al. 2014).

Los principales estados productores de litchi y rambutan son: Veracruz, Oaxaca,
Sinaloa, San Luis Potosi, Puebla, Chiapas y Michoacan. De acuerdo a lo reportado
por el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), la produccién al
cierre del afno 2014 para litchi fue 18,739.84 ton y para rambutan 1,990.26 ton con

un valor de total de produccion para ambos frutos de 284,361.61 pesos.

El consumo y la produccion de frutos “exoticos” han aumentado considerablemente
en los ultimos anos. El litchi y el rambutan son frutos de alta rentabilidad que pueden
colocarse con buenos precios tanto en el mercado nacional como internacional
(INIFAP, 2001), lo anterior como una alternativa prometedora para el campo
mexicano debido a la baja rentabilidad obtenida de cultivos tradicionales como café,

citricos, cana de azucar, entre otros.

2.4 Problemas asociados en la vida poscosecha de litchi y rambutan

2.4.1 Pérdida fisiolégica de peso (PFP)

Las frutas frescas se componen principalmente de agua (80% o mas), durante la
cosecha el abastecimiento de agua que es provista por el sistema radicular se

detiene, los frutos son capaces de sobrevivir utilizando sus propias reservas.
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La transpiracion en los frutos es la pérdida irremplazable de agua, este proceso
tiene como consecuencia principal la disminucion significativa del peso, a medida
que este avanza las frutas pierden turgencia, volviéndose blandos y marchitos
(FAO, 2007).

La pérdida de peso en el rambutan es directamente proporcional al numero de
filamentos (espiternos) presentes en la fruta, los filamentos tienen una densidad
estomatica cinco veces mayor que el cuerpo de la fruta debido a esto la pérdida de
humedad ocurre rapidamente (Hare et al. 1994; Landrigan et al. 1996;
Wall et al. 2011). Para el caso del litchi, la pérdida de agua genera una serie de
cambios bioquimicos y fisidlogos, en donde el oscurecimiento poscosecha, se debe

principalmente a la desecacion (Jiang & Fu, 1999).

2.4.2 Cambio de color debido a la degradacién de las antocianinas

Las antocianinas son un grupo de pigmentos hidrosolubles detectables en la regidn
visible del ojo humano (Fennema, 1993). Las antocianinas son glucdsidos de las
antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina, que

es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un enlace -glucosidico.

La estructura quimica basica de estas agliconas es el ion flavilio (Badui, 2006),
también llamado 2-fenilbenzopirilio, que consta de dos grupos aromaticos: un
benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); el flavilio normalmente funciona como un
cation Fig. 3. El color de las antocianinas depende de factores intrinsecos, como
son los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos en el grupo
flavilio; si se aumentan grupos hidroxilo en el anillo fendlico se intensifica el color

azul, mientras que la introduccion de grupos metoxilo provoca la formacién del color

rOjO. Aglicona Sustitucién
R4 Rz
Pelargonidina | H H
Cianidina OH H
Delfinina OH OH

Peonidina OCH= H
Petunidina OCH3 OH

Malvidina OCH= OCHs

Fig. 3 Estructura y sustituyentes de las antocianinas (Garz, 2008).
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El pH, la temperatura, el oxigeno y el acido ascorbico tienen un efecto estructural
en la estabilidad de las antocianinas. La acidez tiene un efecto protector sobre la
molécula. En soluciones acuosas a valores de pH inferiores a dos, basicamente el
100% del pigmento se encuentra en su forma mas estable de catién flavilio (AH")
de color rojo intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del proton y
adicién de agua en la posicion (2), dando lugar a un equilibrio entre la pseudobase
carbinol o hemicetal y la forma chalcona “cadena abierta”. Tanto el hemicetal como
la chalcona, son formas incoloras y bastante inestables. A valores de pH superiores
a 7 se presentan las formas quinoidales (A, A-) de color purpura que se degradan

rapidamente por oxidacion con el aire Fig. 4.

Fig. 4 Estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH (Garz, 2008).
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2.4.3 Contaminacion por fitopatdégenos

El litchi y el rambutan una vez cosechados, sufren deterioro durante su
almacenamiento, el ataque por hongos, bacterias y levaduras es la principal causa,
esto se atribuye a las microfisuras que se presentan en el pericarpio debido a la
deshidratacion de los frutos. Las grietas microscépicas alojan las esporas de los
hongos y favorecen el crecimiento de levaduras, provocando la fermentacion y el
deterioro de la fruta (Underhill & Simons, 1993).

Las principales especies asociadas con el deterioro en litchi son Aspergillus,
Pestalotiopsis, Peronophythora, Rhizopus y varias levaduras (Holcroft & Mitcham
1996; Jiang & Fu 1999; Jiang et al. 2003).

En rambutan la antracnosis, la mancha marréon y la pudricion del pedunculo se
asocian a diferentes tipos de hongos: Colletotrichum gloeosporioides, responsable
de la antracnosis, Bulbilium Gliocephalotrichum y G. microchlamydosporum
provocan sintomas de mancha marrén; mientras que Botryodiplodia theobromae
produce la pudricién del pedunculo (Paull et al. 1995; Sivakumar et al. 2002;
Wall et al. 2011).

2.5 Peliculas y recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles generalmente se definen como matrices continuas
que se pueden preparar a partir de materiales naturales y biodegradables de calidad
alimentaria, los cuales tienen diferentes funciones dependiendo de la especificacion
y las propiedades del producto (Tharanathan, 2003). Algunos de los materiales
comunmente empleados para la elaboracién de los recubrimientos se muestran en
la Fig. 5.
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Peliculas y recubrimientos

comestibles
Disolventes
agua y etanol
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Biopolimeros
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IpIdos modificar la estabilidad o inocuidad
Polisacaridos: funcionalidad de los alimentos
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i alginatos, materiales
pectina,quitosano,
carragenina y fibras _ceras,
triglicéridos,
monoglicéridos
acetilados,
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, . . antioxidantes,
Proteinas : soya, plastificantes, agentes antimicrobianos,
gluten, zeina, de entrecruzamiento , colorantes,
suero d’e leche, emulsificantes saborizantes y
caseinas 'y nutracéuticos
queratina

Fig. 5 Materiales empleados cominmente en la elaboracion de recubrimientos comestibles
(Salgado et al. 2015).

Un recubrimiento o pelicula comestible debe mantener una buena adherencia en la
superficie de los alimentos, ya que la estabilidad estructural que proporciona, evita
danos ocasionados durante el transporte y almacenamiento. Los recubrimientos o
peliculas comestibles protegen a los frutos de la contaminacién ambiental y
microbioldgica, garantizan la inocuidad del alimento. En el desarrollo de peliculas
comestibles se busca que su elaboracién sea sencilla, de facil aplicacion vy

economicamente viable Fig. 6 (Salgado et al. 2015).
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Peliculas o recubrimientos
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Lipidos

Sales

ALIMENTO Pigmentos
Aditivos

Fig. 6 Funciones principales de un recubrimiento comestible (Salgado et al. 2015).

2.6 Quitina

La quitina (poli N-acetil-D-glucosamina) es uno de los biopolimeros mas abundantes
de la naturaleza después de la celulosa, es el principal componente del
exoesqueleto de crustaceos e insectos, también lo podemos encontrar en ciertos
hongos (Marmol et al. 2011). La quitina es un homo polisacarido estructural, al igual

que la celulosa se caracteriza por ser rigida, no elastica y altamente insoluble.

El método utilizado a nivel industrial para la obtencion de quitina consiste en un
proceso quimico, el cual hidroliza la proteina y remueve la materia inorganica. Esta
técnica emplea grandes cantidades de agua, energia, acidos y alcalis en altas
concentraciones lo que dificulta la recuperacion de productos de alto valor agregado

como proteinas y pigmentos.
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Para la extraccion de quitina, el uso de métodos biotecnolégicos como la
fermentacioén acido lactica (FAL) permite recuperar productos de alto valor agregado
(Gimeno et al. 2007). Después de realizar la FAL, la concentracion y la cantidad de
acidos y alcalis empleados para la purificacion de la quitina disminuyen
significativamente (Shirai et al. 2001; Cira et al. 2002).

2.7 Quitosano

El quitosano es la forma (N-desacetilada) de la quitina Fig. 7, se obtiene al sustituir
los grupos acetoamido por grupos amino en el C-2 debido al tratamiento con alcalis
fuertes. Se ha descrito como un polimero catidénico lineal formado por unidades
2-amino-2 deoxi-D-glucopiranosa unidos por enlaces B-1-4. El quitosano es un
biopolimero capaz de formar peliculas que presentan un gran potencial como
materiales de empaque en alimentos, debido a que es: biodegradable, de alto peso
molecular, antimicrobiano y ambientalmente amigable. El quitosano es un
biomaterial versatil, que puede emplearse como: solucion, peliculas, o bien

modificarse quimicamente con lo que se facilita su aplicacion.

NH; o NH
HO HO pen®
0 %o 0 ©
NHz

OH OH

Fig. 7 Estructura del quitosano (Marmol et al. 2011).

2.8 El quitosano en la elaboracion de recubrimientos comestibles

Los polietilenos de alta densidad utilizados comunmente para empacar alimentos
tienen la desventaja de favorecer la fermentacion de los alimentos, debido al
agotamiento del oxigeno en el interior, ademas propicia el crecimiento de hogos a
causa de la condensacion de agua dentro del empaque.

El quitosano puede formar recubrimientos semipermeables, el uso de agentes
entrecruzantes como el glutaraldehido puede modificar las propiedades en el
quitosano para elaborar peliculas rigidas.
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Se ha descrito la combinacion con otros polisacaridos, quitosano/pectina,
quitosano/hidroxi propil metil celulosa, entre otros (Nicio, 2012). Esto con la
finalidad de elaborar recubrimientos duraderos, flexibles y dificiles de romper,
algunas de estas propiedades son similares a polimeros comerciales de fuerza
media (Shahidi et al. 1999).

2.9 Propiedades antimicrobianas en los recubrimientos y peliculas elaboradas a
partir de quitosano

La actividad antimicrobiana del quitosano contra diferentes grupos de
microorganismos como bacterias, levaduras y hongos aun no se ha descrito con
exactitud. Sin embargo, se piensa que la accidon antimicrobiana se debe a la
interaccion de las cargas positivas provenientes del mondmero de glucosamina en
C-2 vy la carga negativa en la membrana de la célula microbiana, lo que conduce
a la fuga de constituyentes intracelulares. El quitosano también actua como un
agente quelante que se une selectivamente a trazas de metales y por lo tanto inhibe
la produccion de toxinas, activa varias defensas en el tejido huésped inhibiendo
diversas enzimas lo que evita el crecimiento microbiano (Sudharshan et al. 1992,
Shahidi et al. 1999).

2.10 Recubrimientos elaborados empleando pectina

La pectina es un biopolimero aniénico de elevado peso molecular que forma parte
de los tejidos de frutos y vegetales. Su estructura molecular estéa compuesta de
acido galacturonico, algunos de los grupos carboxilicos se encuentran esterificados
con metanol. De acuerdo al grado de esterificacion, se pueden clasificar como
pectinas de alto metoxilo o de bajo metoxilo, ambos grupos tienen propiedades
diferentes (Girard et al. 2002). Por otra parte se han elaborado recubrimientos con
pectinas de alto metoxilo formando excelentes peliculas, las mezclas con
bioplasticos, por ejemplo, polivinil alcohol en combinacién con pectinas citricas
presentan estabilidad térmica hasta 180°C (Lacroix & Vu, 2014; Tharanathan,
2003).
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2.11 Recubrimientos elaborados con proteinas de suero de leche

Las proteinas del suero representan aproximadamente el 20 % del total de las
proteinas de la leche, estas se obtienen principalmente después de la elaboracion
del queso (Smithers, 2015).

Existen 5 proteinas principales en el suero: a-lactoalbumina, B-lactoglobulina,
seroalbuminas, inmunoglobulinas y proteasas-peptonas. Los recubrimientos
elaborados a partir de proteinas de leche carecen de sabor, son flexibles y
dependiendo de la formulacién pueden ser de translucidos a transparentes
(Gebhardt & Petkeviciute, 2014).

2.11.1 B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina (B) es la proteina mas abundante en el suero de la leche su
estructura es globular con un peso molecular de 18,4 kDa, posee un centro
hidrofobico y esta estabilizada por dos puentes disulfuro. La estructura cuaternaria
de esta proteina se ve afectada por pH y tratamiento térmico, en condiciones
normales se encuentra como un dimero, se ha reportado que a pH menora 3 y

superior a 8 el dimero se disocia a mondémeros (Lacroix & Vu, 2013).

Pérez-Gago et al. (1999) observaron que las proteinas del suero de leche, aun sin
haber sido sometidas a ningun tipo de desnaturalizacion, forman peliculas en un
intervalo de pH de 4-8, esto fue atribuido a su estructura nativa, debido a la
hidrofobicidad que presentan, las fuerzas intermoleculares promueven la cohesion

y la formacion de puentes de hidrégeno para conformar los recubrimientos.

2.12 Inmovilizacién de microorganismos en recubrimientos
Se ha descrito la incorporacién de microorganismos en soportes de quitosano con
la finalidad de mejorar las propiedades en los recubrimientos, ademas de funcionar

como controles biolégicos (Martinez-Castellanos et al. 2011).

Los microorganismos lacticos probidticos considerados Generally Recognized as
Safe (GRAS), son una alternativa para elaborar este tipo de materiales, L. plantarum
es una bacteria Gram positiva, no esporulada, homofermentativa, acido tolerante,

puede inhibir Salmonella typhimurium, Escherichia coli y Listeria monocytogenes
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(Chakravorty,2010). La microencapsulacion es una forma especial de
inmovilizacidon, que es empleada en la industria alimentaria para proteger, aislar o
controlar la liberacion de una sustancia determinada que podria proporcionar

beneficios al consumidor (Corbo et al. 2013).

El propdsito de la microencapsulacion es preservar la viabilidad de células
microbianas protegiéndolas a cambios de pH, estrés osmodtico, cambios en la
temperatura y del medio ambiente (Rathore et al. 2013). Entre los materiales mas
frecuentemente utilizados para la encapsulacion de probidticos encontramos los

materiales poliméricos capaces de formar una matriz protectora reteniendo las BAL.
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3 ANTECEDENTES

El método empleado de manera tradicional por su facil aplicacion y bajo costo para
preservar el color rojo en el litchi es la fumigacion con SOz seguida de una inmersién
con HCI diluido (Zauberman et al. 1991; Holcroft & Mitcham 1996). Este tratamiento
logra preservar el color en el pericarpio durante un tiempo prolongado de
almacenamiento, sin embargo existe una creciente preocupacion acerca de estos
residuos en la fruta, sobre todo para las personas que son sensibles a los sulfitos
(ATSDR ,1998).

Se ha propuesto el uso de recubrimientos de quitosano, biopolimero no téxico,
biodegradable y antimicrobiano. Zhang & Quantick (1997) probaron la inmersion de
los litchis en tiabendazol (TBZ), posteriormente aplicaron un recubrimiento de
quitosano, con el que retrasaron parcialmente la actividad de la PPO, reduciendo
la pérdida de peso, inhibiendo de forma significativa el deterioro en las

caracteristicas sensoriales.

Como alternativa a la fumigacion con SOz, se han empleado diferentes tratamientos
quimicos, Jiang et al. (2004) realizaron experimentos para probar los efectos del
acido clorhidrico (HCI) en la inhibicién de la actividad de la PO, la fruta tratada con
1 % de HCI y almacenada a -18 °C durante 12 meses, presentd después de su
descongelacion, un alto contenido de antocianinas en el pericarpio manteniendo la

calidad de la fruta.

Caro et al. (2005) utilizaron recubrimientos de quitosano funcionalizado con acido
citrico y tartarico, estableciendo como un requisito primordial conocer el nivel de
deshidratacion de la fruta previo a la aplicacion de los recubrimientos para tener una

mayor efectividad durante el tratamiento.

Zheng et al. (2006) utilizaron soluciones de nitroprusiato de sodio, reduciendo el
pardeamiento en el pericarpio durante 8 dias en condiciones de almacenamiento a

temperatura ambiente, preservando ademas la calidad organoléptica de los litchis.
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Martinez-Castellanos et al. (2011) aplicaron una suspension de Lactobacillus
plantarum, almacenando la fruta a 10°C con 75% HR. La fruta tratada exhibié la
viabilidad de este microorganismo con el cual la produccion de acido lactico in situ
permitié la estabilidad de las antocianinas a diferencia del control, preservando el

color en los litchis.

Liang et al. (2012) reportaron la inmersion de litchis en metabisulfito de sodio
(Naz2S205), los frutos tratados con Na2S20s5 no mostraron sulfitos residuales
(30 g L'y 60 g L"). Indicando que es un método eficaz para retrasar el
pardeamiento del pericarpio y la decadencia en las caracteristicas de calidad

poscosecha de los frutos.

Los resultados indicaron que el Na2S20s5 no impregna el arilo durante la inmersion,
a diferencia del SOz2, que de acuerdo a lo establecido por Underhill et al. (1993) las
frutas después de ser fumigadas se encontraban dentro del limite maximo

permisible de residuos de SO2 (135 mg kg™).

Nicio (2012) sintetizd y caracterizé peliculas de quitosano-citrico-Hidroxipropil Metil
Celulosa igualmente aplicé el tratamiento en los litchis, estabilizando las
antocianinas en el pericarpio, sin embargo establece que la efectividad del

tratamiento depende de la calidad de las frutas para obtener mejores resultados.

Téllez (2014) comparé tratamientos elaborados con quitosano quimico y bioldgico
obtenido mejores resultados con el quitosano biolégico, determiné que el mejor
tratamiento fue el que contenia Lactobacillus plantarum libre, logrando extender la
vida poscosecha hasta 21 dias, ademas realiz6é un estudio de prefactibilidad de los
tratamientos en donde se determindé que la aplicacion de Q 5g/L y BAL serian
rentables con una recuperacion de la inversion de 1 y 2 afios respectivamente,
tomando en cuenta la infraestructura que tienen los productores de litchi en la

region del Papaloapan del Estado de Oaxaca (Barrera & Shirai 2014).
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Kumari et al. (2015) aplicaron acido salicilico (C7HsO3) en combinaciéon con
quitosano logrando la reduccion en el pardeamiento de los litchis durante 6 dias

almacenados a 4°C.

Para el caso del rambutan también se ha propuesto la combinaciéon de diferentes
tratamientos: atmésferas modificadas a diferentes temperaturas y diversos
recubrimientos y peliculas para disminuir el oscurecimiento y la pérdida de agua
(Hare et al. 1994; Landrigan et al. 1996).

Sivakumar et al. (2002) emplearon cinamaldehido inhibiendo la germinacién de los
conidios de Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum gloeosporioides y
Gliocephalotrichum microchlamydosporum. El cinamaldehido impregnado preservo

las caracteristicas de calidad durante 14 dias almacenados a 13.51°Cy 95 % HR.

Martinez-Castellanos et al. (2009) evaluo el efecto de Lactobacillus plantarum, solo
y en combinacion con quitosano, la aplicacion de lactobacilos produjo la
acidificacién del pericarpio mejorando significativamente la retencidén del color y

redujo la pérdida de peso debido a la formacién de biopeliculas.
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4 JUSTIFICACION
El litchi y el rambutan son frutos no climatéricos subtropicales altamente
perecederos, la rapida deshidratacidn provoca el oscurecimiento en el pericarpio de
los frutos, suscitando un rechazo por parte del consumidor. Como consecuencia, el
periodo de comercializacidon se reduce debido a su corta vida de anaquel,

generando pérdidas econdmicas.

Los métodos quimicos empleados de manera tradicional en la conservacion de las
caracteristicas poscosecha de litchi y rambutan, alteran el sabor y generan

problemas ambientales (Sivakumar et al. 2007).

En el presente trabajo, se propone la aplicacion de un recubrimiento elaborado a
partir de quitosano, un biopolimero cationico, biodegradable y antimicrobiano que
en combinacion con el complejo anionico proteina/polisacarido

(B-lactoglobulina/pectina) permitira la viabilidad de Lactobacillus plantarum (BAL).

Las BAL tienen la capacidad de producir una amplia gama de sustancias
antimicrobianas como acidos organicos (lactico y acético), perdxido de hidrégeno,

reuterina, nisina u otras sustancias similares a bacteriocinas.

El recubrimiento elaborado presentara una alternativa para reducir el pardeamiento
en las frutas, debido a la produccién in situ de acido lactico estabilizando las
antocianinas por acidificacién del pericarpio (Martinez-Castellanos et al. 2009). Lo
anterior como alternativa a la fumigacion con SOz preservando las caracteristicas

de calidad sin ningun residuo quimico nocivo para la salud.
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5 HIPOTESIS
Los recubrimientos elaborados a partir de quitosano, pectina/p-lactoglobulina,
permitiran la viabilidad de Lactobacillus plantarum logrando la produccion in situ de
acido lactico, dicho acido organico disminuira el pH en el pericarpio ejerciendo un

efecto protector sobre las antocianinas presentes, ralentizando el pardeamiento.
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6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Preparar y caracterizar los recubrimientos elaborados a partir de L. plantarum vy

biopolimeros, evaluar su efecto en las caracteristicas poscosecha de
litchi y rambutan.

6.2 Objetivos particulares
I.  Obtenery caracterizar quitina mediante fermentacion lactica a escala piloto.
[I.  Caracterizar el quitosano, obtenido a partir de la desacetilacion de la quitina
obtenida de un cultivo en estado sélido.
[ll.  Preparar y caracterizar los recubrimientos elaborados.

IV.  Evaluar la viabilidad de Lactobacillus plantarum en los recubrimientos.
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7 METODOLOGIA
En la figura 8 se presenta la estrategia experimental empleada en la preparacion y
caracterizacion de los recubrimientos elaborados a partir de lactobacilos y
biopolimeros, evaluar su efecto en las caracteristicas poscosecha de

litchi y rambutan.

Obtencion y purificacion de
quitina bioldgica

Obtencién de quitosano Caracterizacion

\ 4

RAMBUTAN
LITCHI < Elaboracién de .
o Bioensayo 2
Bioensayo 1 recubrimientos
Seleccién de la fruta
Seleccidn de la fruta l
¥
4 Caracterizacion de Aplicacién de recubrimientos por
Aplicacion de recubrimientos inmersion
recubrimientos por Control
inmersion s PVA * BK[ o
+ Fluorescencia * o8
* Control e Potencial Z *
-BP- N -BP-BAL
’ ? pP-BAL « Tamario de * QP
. « Q-fP
N particula
Secado
Secado
Pesado y empaquetado
(UE) Pesado y empaquetado
(UE) |
Evaluacion de variables respuesta *
alos 0,7y 14 dias Evaluacion de variables respuesta
e PFP alos0,7,14y 20 dias
e Color e PFP
* Antocianinas e Color
 Fenoles, AT » Antocianinas
« Fenoles, AT
|
Viabilidad BAL SEM Viabilidad BAL SEM

Fig. 8 Metodologia general empleada en la realizacién de esta tesis.
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7.1 1° ETAPA: Preparacion y caracterizacion de quitina y quitosano

7.1.1 Extraccion biolégica de quitina a partir de desechos de camarén

El desecho de camardn utilizado consistid principalmente en cabezas y
exoesqueletos obtenidos del acopio, procedentes del mercado de mariscos “La
Nueva Viga”, 50 kg de desecho de camardn se mezclaron con 10 % (p/p) de azucar
de cafiay el 5 % (v/p) de inoculo Lactobacillus spp. En un reactor columna, la mezcla
de reacciéon (fermentacion lactica) se dejé fermentar durante 216 h a 30 °C
(Cira et al. 2002). Se verifico la fermentacion mediante la determinacion de pH y
acidez total titulable (AT) directamente en las muestras de licor y la fase sdélida
“quitina cruda” (QC).

7.1.2 Purificacion de quitina

La desmineralizacion (DM) de QC se realiz6 mediante la siguiente metodologia
experimental: la quitina cruda se traté con una solucién de HCI (0.4N) en una
relacion 1:15 (p/v). La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion constante
durante 1 h. Posteriormente se filtr6 y secd a tempera ambiente durante 5 dias
(Cira et al. 2002).

En la etapa de desproteinizacion (DP) se prepard una solucion de NaOH (0.4N)
tomando en cuenta la relacion 1:15 (p/v), la quitina desmineralizada se mantuvo en
agitacion constante durante 1h, se filtré y lavo con agua corriente hasta neutralidad

y se secO atemperatura ambiente durante 5 dias (Cira et al. 2002).

7.1.3 Caracterizaciéon de quitina biolégica (QB)

7.1.3.1 Determinacion del contenido de humedad (%H)

El porcentaje de humedad se determind por diferencia de pesos, 2g de muestra se
pesaron en un crisol de ceramica previamente puesto a peso constante a 110 °C
durante 24 h. La muestra se dejo secar en una estufa con temperatura controlada
durante 24 h a 110°C hasta que alcanzé un peso constante. El calculo del porcentaje
de humedad se realizé empleando la ecuacién (1), las muestras se realizaron por
triplicado (A.O.A.C, 1990).
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peso muestra humeda—peso muestra sin humedad

%H=( )x100 (1)

peso muestra humeda

7.1.3.2 Determinacién del contenido de cenizas (%C)

El porcentaje de cenizas se determind después de la combustion de las muestras,
2 g de muestra se pesaron en crisoles de ceramica previamente puestos a peso
constante durante 24 h a 110 °C. Posteriormente las muestras fueron calcinadas en
un mechero dentro de una campana hasta obtener un sélido negro. Este residuo
fue introducido dentro de una mufla a 550 °C, durante 24 h. El porcentaje de cenizas
se calculd con la ecuacién (2), las muestras se realizaron por triplicado (A.O.A.C,
1990).

eso de crisol con cenizas—peso del crisol
%C = (% P )x100 (2)

peso de la muestra seca

7.1.3.3 Determinacién del contenido de grasa (%G)
El porcentaje de grasa se calculd después de la cuantificacion de substancias
extraibles con éter de petrdleo por diferencias de pesos con la ecuacién (3), las

muestras se realizaron por triplicado (A.O.A.C, 1990).

eso del vaso con grasa—peso del vaso
%G = (% grasa—p )x100 (3)

peso de la muestra

7.1.3.4 Determinacién de nitrogeno total

El nitrégeno total se determiné por el método de Kjeldahl. El método consiste en la
digestion de la muestra por calentamiento con acido sulfurico H2SO4 concentrado
en presencia de un catalizador (mezcla reactiva de selenio) para reducir el nitrégeno
organico de la muestra hasta amoniaco, el sulfato de amonio producido se alcaliniza
y se destila para desprender el amoniaco que posteriormente es atrapado y titulado,
ecuacion (4) (Cira et al. 2002).

Nitogeno total = Nitrogeno no proteico + Nitrdgeno no proteico (4)
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A partir de estos datos se determiné el porcentaje de proteina residual de las

muestras utilizando la ecuacion (5)
%Proteina residual = (Nitrégeno total — Nitrégeno de quitina)x 6.25 (5)

7.1.4 Quitosano

7.1.4.1 Obtencion de quitosano

La QB obtenida fue desacetilada con una solucién de NaOH al 50% (p/v) en una
relacion 1:15 (p/v) durante 3.5 h en un reactor de acero inoxidable. La mezcla de
reaccion se dejo en agitacion mecanica a 110 °C y 595 rpm. El quitosano se lavd

con agua corriente hasta neutralidad y fue secado para su caracterizacion.

7.1.5 Caracterizacion de quitosano

7.1.5.1 Grado de acetilacion (DA)

El grado de acetilacion del quitosano (DA) se determiné mediante espectroscopia
de resonancia magnética nuclear de proton (H'RMN). El quitosano obtenido se
disolvio en HCL/D20 durante 12 h a temperatura ambiente. Las muestras obtenidas
fueron analizadas en un espectrometro Bruker AVANCE-III 500 (Alemania) para 1H
a 298 K. El DA se calcul6 de acuerdo a la integracion de las areas correspondientes
a la senal del protén metilo del residuo (1-4)-2 acetamido-2-desoxibeta-D-glucano y
los protones H2 al Hes de la estructura completa utilizando la ecuacion (6) (Pacheco,
et al. 2007).

H2—-H6

DA(%) = <15’”’3 >x100 (6)

7.1.5.2 Peso molecular determinada mediante viscosidad intrinseca

El peso molecular (M,) del quitosano se calculé determinando la viscosidad
intrinseca. Para determinar el peso molecular el quitosano fue disuelto en una
solucion de acido acético glacial (2 %) y acetato de sodio (0.2M). Los parametros
se determinaron empleando la ecuacion (7) (Mark-Houwink-Sakurada) donde a y k
son constantes para el disolvente empleado (Pacheco, et al. 2007, Shrinivas, et al.
2005).
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[n] = kMva (7)
Donde k= 1.38x10-°L/g; a= 0.85

7.2 2° ETAPA: Preparacion y caracterizacion de los recubrimientos

7.2.1 Preparacion de la suspension celular

Lactobacillus plantarum CDBB-B-1115 CINESTAV, fue inoculada en medio de
cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS) e incubada a 30°C durante 24 h hasta una
cuenta de 1x10° UFC/mL. Subsecuente la suspension celular fue preparada
mediante centrifugacion de dicho cultivo a 959 g durante 15 min a 20° C. El pellet
obtenido se lavé con una solucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.0) 0.02 M
(Martinez-Castellanos et al. 2011).

7.2.2 Preparacion de solucion de quitosano (Q5)
El Q obtenido, se solubilizé en una solucién de acido acético (0.1 N) en una
relacion 5 (g/L), se dejo en con agitacion magnética constante durante 7 dias para

su total disolucion (Téllez, 2014).

7.2.3 Preparacion de los complejos poli electrolitos

7.2.3.1 Formulacion de quitosano y pectina-p-lactoglobulina (Q- BP)
La pectina (P) se disolvié en agua destilada estéril 0.05% (p/v). Por otra parte se
prepard una solucidon 0.1% (p/v) de PB-lactoglobulina (B), el pH de ambas

disoluciones se ajustd a (7.0) con una solucion de NaOH 0.1 M (Jones et al. 2010).

El complejo anidnico se obtuvo mezclando en relacion 1:1 ambas soluciones,
posteriormente se agrego el Q5 en la misma proporcion mezclando con agitacion

constante durante 15 min para su total homogenizacion.

7.2.3.2 Formulacion de quitosano, pectina-p-lactoglobulina y BAL (Q- BP-BAL)
La pectina (P) se disolvié en agua destilada estéril 0.05% (p/v). Por otra parte se
prepard una soluciéon 0.1 % (p/v) de B-lactoglobulina (B), el pH de ambas

disoluciones se ajustd a (7.0) con una solucion de NaOH 0.1 M (Jones et al. 2010).
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Se agrego la suspension de Lactobacillus plantarum en relacion 1:1 a la mezcla
obtenida (BP). Finalmente el Q5 se adicioné en la misma proporcién, agitando

durante 15 min para su total homogenizacion.

1.1.1 Preparacion de recubrimientos

Las peliculas fueron preparadas por “casting”, se emplearon 30 g de solucién
formadora de pelicula, en una caja Petri la solucion fue vertida, las cajas se
colocaron en una estufa a 60 °C durante 24 h, la pelicula fue retirada de la caja con

ayuda de un cuter cuidando de no generar fisuras.

Las peliculas fueron previamente acondicionadas en una camara ambiental con una
HR de 405 % con una solucién saturada de Mg(NOs)2:6H20 a temperatura

ambiente durante 4 dias.

7.3 Caracterizacion de los recubrimientos
7.3.1 Determinacion del potencial zeta (C)
El potencial zeta ({) se determind utilizando agua como dispersante, con las

muestras diluidas en una relacién 1:1 se realizé la medicion en un equipo Malvern

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrumets, Malvern, U.K) ecuacion 8

&

Oy = mq’o (8)
Donde:
Yo : la diferencia de potencial entre a superficie del sélido y un punto en el interior
¢ : es la constante dieléctrica del ion adherido
o : es la densidad de carga en la superficie del sélido

J: es el radio medio del ion

7.3.2 Determinacion de tamafio de particula
El tamafio de particula (D 3,0) y la distribucién se determinaron por difraccién de
rayo laser empleando el analizador de tamafo de gota Malven serie 2000, (Malvern

Instruments, Malvern, U.K).
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7.3.3 Espesor en las peliculas

El espesor de las peliculas se obtuvo empleando un micrometro digital (Mitutoyo,
Japon). Para cada muestra se realizaron cuatro mediciones en distintas areas de la
pelicula. Los valores determinados fueron promediados para obtener el espesor de

cada una de las peliculas

7.3.4 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La PVA se determin6 a 10°C+ 2 en un gradiente de HR de 75-90% y 90-75%. Las
peliculas fueron cortadas y colocadas en la parte superior de un vial sujetado con
parafilm. Se registro el peso inicial de las celdas de prueba estas fueron transferidas
a una camara ambiental que consistia en un desecador de vidrio con tapa, dentro
del vial se encontraba una solucion saturada de NaCl para generar una HR de 75%
mientras que en la camara ambiental se coloco una solucion saturada KNOs de esa
manera se obtuvo el gradiente 75/90 de la misma manera se obtuvo el gradiente
90/75 invirtiendo las soluciones. Las camaras ambientales se mantuvieron a
10°C+ 2. La pérdida o ganancia de peso se registré cada 24 h registrando los pesos

hasta alcanzar el equilibrio.

Se grafico la diferencia de peso contra el tiempo, obteniéndose la pendiente (J) a
partir de este valor se determind la velocidad de transmision de vapor de agua

(VTVA), asi como la PVA con las siguientes ecuaciones 9y 10

VTVA = L (9)
t.A
Donde

t: tiempo

A: area expuesta de la pelicula
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PVA = (") x L (10)

pW1—pPwW>
L: espesor de la pelicula
pwi1: presion parcial de vapor en la celda de prueba
pw2: presion parcial de vapor en la camara ambiental

7.3.4.1 Determinacion de la viabilidad celular mediante espectrometria de
fluorescencia

Para determinar la viabilidad de L. plantarum se utilizé el equipo Tecan M1000
PRO, en una microplaca de fluorescencia se colocaron 100_uL del recubrimiento
mezclado con 100_uL de la soluciéon de tincion (SYTO ®9/ yoduro de propidio, KIT
L13152 Live/Dead BacLight, Molecular probes), la microplaca se dej6 en la
oscuridad durante 15 min a 30°C. Se fij6 una longitud de onda de 485 nm, la
determinacion de bacterias viables fluorescencia verde se realizé a 530 nm mientras
que para las bacterias no viables fluorescencia roja se realizé6 a 630nm. El

porcentaje de viabilidad se calcul6 de acuerdo a la ecuacién 11.

% viabilidad = (%) x100 (11)

Donde:
l1: intensidad de fluorescencia verde (530 nm)
I2: intensidad de fluorescencia roja (630 nm)

7.4 3° ETAPA: Aplicacion de los recubrimientos

7.4.1 Diseno experimental para bioensayo con litchi

Para realizar el bioensayo con litchi, se formaron unidades experimentales (UE) con
aproximadamente 370 g de litchi, colocados en cajas tereftalato de polietileno (PET)

transparentes, empleando frutos seleccionados con base en su grado de madurez,

38



libre de dafio mecanico y de contaminacion microbiana. Las UE fueron almacenadas

a 10 °C y HR 75%. Se tomaron muestras a los 0, 7 y 14 dias.

Se empled un disefio experimental de bloques completos y aleatorizados donde la

fuente de variacion fueron los tratamientos aplicados:

e Control (sin tratamiento)
e Q-BP-BAL

Las variables respuesta analizadas para cada UE fueron: PFP (%), color (L*, a* y
b*), fenoles y antocianinas. Para el analisis estadistico se aplico un analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de multiple de medias (LSD)
utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) para evaluar los efectos significativos
(0<0.05).

7.4.2 Disefo experimental para bioensayo con rambutan

Para realizar el bioensayo con rambutan de la misma manera, se formaron UE con
aproximadamente 370 g fruta, las cuales se colocaron en cajas PET transparentes,
empleando frutos seleccionados con base en su grado de madurez, libre de dafo
mecanico y de contaminacion microbiana. Las UE fueron almacenadas a 10 °Cy

HR 75%. Se tomaron muestras alos 0, 7, 14 y 20 dias.

Se empled un disefio experimental de bloques completos y aleatorizados donde la

fuente de variacion fueron los tratamientos:

e Control

e BAL

e Q5

e Q-BP-BAL
¢ Q-fP

Las variables respuesta analizadas para cada UE fueron: %PFP, color (L*, a* y b¥),
fenoles y antocianinas. Se realizé un analisis estadistico aplicando un analisis de

varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de multiple de medias (LSD)
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utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) para evaluar los efectos significativos
(0<0.05).

7.4.3 Analisis de las unidades experimentales (UE) tratadas con los recubrimientos
7.4.3.1 Pérdida Fisiol6gica de Peso (PFP)
El cambio de peso en las UE, se determin6 durante todo el bioensayo, calculando

la pérdida de peso en porcentaje de acuerdo a la ecuacion 12.

Pi—-Pf

PFP = (=) x100 (12)

Donde
Pi: peso inicial
Pf: peso final

7.4.3.2 Determinacién de solidos solubles totales (SST)

La determinacion de SST se realizd6 empleando un refractometro (MILTON
Mod.LR45227) a 20°C. Se macero la pulpa de los frutos en un mortero
posteriormente se filtrd6 con una gasa de algodon, del jugo obtenido se tomé una
gota y se depositd en el refractometro realizando la lectura correspondiente. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

7.4.3.3 Determinacién de Acidez Total Titulable (ATT)

Se cuantificé el porcentaje de ATT expresado como acido malico presente en el
jugo de litchi y rambutan mediante una titulacién volumétrica acido-base (A.O.A.C,
2000). Se tomaron 5 ml de jugo procedentes de 10 frutos tomados al azar de cada
UE, al cual se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se titulé con una solucién de
NaOH (0.1N). La acidez total titulable fue calculada como % de &acido malico

mediante la ecuacion 13.

‘o L1 VNaOH N meq(acido mali
%Acido mélico = ( - E— (dcido ma wo))xlOO (13)
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Donde:

V: volumen de la muestra

N: normalidad

meq: mili equivalentes de acido malico (0.06705)

7.4.3.4 Extraccion de fenoles y antocianinas

Para realizar la extraccion de fenoles y antocianinas se tomo el pericarpio de 10
frutos de cada UE de litchi y rambutan estos fueron depositados en nitrogeno liquido
para facilitar el macerado y reducir el tamafio de particula (Martinez-Castellanos
et al. 2011) posteriormente se pesaron 3 gr de epicarpio obtenido, se colocaron en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 45 mL de una mezcla de metanol: HCI 1N en
proporcion 8.5:15 v/v durante 12 h, con agitacién constante, posteriormente se
realizé una segunda extraccion durante 4h con las mismas condiciones, se obtuvo
un volumen final de extracto de 90mL el cual fue centrifugado a 10,000 rpm durante
15 min a 4°C.

7.4.3.5 Determinacion de antocianinas totales mediante espectrometria de
absorcién

Esta determinacién se realizé con un método espectrofotométrico de acuerdo a lo

reportado por (Zheng & Tian, 2006). Del extracto metandlico obtenido del punto

7.4.3.4 se leyeron en un espectrofotometro a tres longitudes de onda (530,620 y

650 nm) con la ecuacién 14.

A= (A53o - Aezo) - 0-1(A650 - Aezo) (14)

7.4.3.6 Determinacién de antocianinas por cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC)
La determinacion de antocianinas se realiz6 mediante HPLC de acuerdo a lo
reportado por Hosseinian et al. (2008), para lo cual se tomé una alicuota del extracto
metandlico obtenido como se reporta en el punto 7.4.3.4, la alicuota previamente
filtrada y se inyecto en un HPLC Agilent Tecnology Modelo 1260 Infiity equipado con
una columna Agilent Eclipse XDBC18 de 15um y un detector UV-visible.
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Se utilizé6 un gradiente de acido férmico (4.5% v/v): metanol en los siguientes
tiempos 0°90:10, 30" 75:25, 40" 55:45, 42°10:90 50790:10.

Para la cuantificacion se utilizé un estandar de cianidina-3-rutinésido (Fluka), la

principal antocianina presente en el epicarpio de litchi y rambutan (Téllez, 2014).

7.4.3.7 Determinacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue estimado por un método espectrofotométrico y
se expres6 como equivalentes de catequina. Se tomd una alicuota (0.1 mL)
previamente diluida del extracto metandlico obtenido de acuerdo a lo reportado en
el punto 7.4.3.4, esta fue transferida a un tubo de ensayo que contenia 7.9 mL de
agua destilada se adicion6 0.1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, después de 5 min
se afadieron 1.5mL de una solucion de Na2C0s3 (200g/L) y se dejé reaccionar
durante 90 min a temperatura ambiente, se determiné la absorbancia a 760 nm y se

comparé con una curva de calibracion realizada con catequina (Téllez, 2014).

7.4.3.8 Andlisis de cambio de color

Para el cambio de color se realizdé un analisis al pericarpio de litchi y rambutan
utilizando un colorimetro Minolta 200 con el cual se determinaron los parametros
cromaticos CIE: L*, a*, b* y h, para esto se tomaron 20 frutos de forma aleatoria y
se realizo la determinacion eligiendo 3 zonas diferentes las cuales estuviera intactas

y libres de oscurecimiento.

7.4.4 Caracterizacién de los recubrimientos en los frutos

7.4.4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM) del pericarpio de litchi y
rambutan

Se cortd una seccidén del pericarpio de los frutos recubiertos con Q-BP-BAL, las

muestras fueron colocadas en glutaradehido 5 %(v/v) para ser fijadas.

Posteriormente las muestras fueron lavadas con una solucion amortiguadora de

fosfatos 0.1M pH 7 cada 30 min durante 10 h, las muestras se deshidrataron con

gradientes de etanol al 30, 40, 50, 60, 70,80, 90% y alcohol etilico absoluto durante

tres periodos de 20 min en cada solucién.
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Una vez deshidratadas se secaron a punto critico y después fueron recubiertas con
un bafo de oro para su observacion en el Microscopio Electronico de Barrido (JEOL
JSM-5900LV).

7.4.4.2 Determinacion de BAL viables en frutos mediante conteo en placa

Para determinar la viabilidad BAL en los frutos de litchi y rambutan, se tomaron 3
frutos, cada uno fue lavado con 100mL de solucién salina 0.09%(p/v) estéril durante
1 min. Posteriormente se realizaron diluciones decimales en placas MRS incubando
a 30°C por 24h. El crecimiento de L. plantarum recuperado, fue determinado por
la morfologia colonial establecida por Martinez-Castellanos et al. (2011) expresada

como unidades formadoras de colonias por gramo de fruto (UFC/g fruto).
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8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 1° ETAPA caracterizacion de quitina y quitosano

8.1.1 Quitina

Se realizaron dos fermentaciones de 50 kg, en ambas se realizé un analisis quimico
proximal a las fracciones obtenidas de QC y QP, los resultados se presentan en la
tabla 1.

Tabla 1 Analisis quimico proximal en base seca de la quitina obtenida en ambas fermentaciones

Fermentacion Cenizas Grasa (%) Proteina (%)  Quitina (%)?

(%)
Camaron 23.85+0.73  10.51+0.29 47.24+0.63 18.45+1.23

Quitina cruda 13.06£2.11  10.86+0.34 5.38+0.05 70.71+1.83
F1

Quitina cruda 7.79+0.58 5.84+0.10 12.36+0.12 74.01+0.60
F2

Quitina pura F1#  1.75+0.05 0.80+0.17 1.58+0.30 95.85+0.42

Los resultados mostrados son el promedio de 3 observaciones expresadas en porcentaje (base seca)

y error estandar de la media. 2 con respecto a quitina cruda.

El porcentaje de quitina cruda obtenida después de la FAL fue 70.71£1.83 %, y
74.01+ 0.60 % para F1y F2 respectivamente, los valores obtenidos se encuentran
dentro de lo reportado por Pacheco et al. (2009) (70-74%).

El porcentaje de desproteinizacién (% DP) obtenido fue 77.01£0.71 % para F1 y
73.84+0.26 en F2, los valores son menores de acuerdo a lo determinado por Cira
et al. (2002) 89.4 % y Pacheco et al. (2009) de 91 % estos resultados se atribuyen
principalmente a la hidrolisis parcial de enzimas proteoliticas debido al crecimiento
de la microflora propia del desecho. Pacheco et al. (2009) atribuyen valores
mayores de desproteinizacion cuando las condiciones de temperatura en el reactor

durante la FAL son 6ptimas desde el inicio.

44



En cuanto al porcentaje de desmineralizacion (% DM) para la F1 fue 45.26+8.84
% y 67.35£2.41 % para F2, comparado con lo obtenido por Cira et al. (2002)
82.5 % y Pacheco et al. (2009) 94 %, resultan valores menores a lo antes
mencionado; esto se debe principalmente a la cantidad de acido lactico producido
por la BAL, la temperatura afecta su crecimiento, el acido organico proveniente de
la fermentacion no fue suficiente para remover el CaCOs presente en el

exoesqueleto del camaron.

El porcentaje de quitina pura (QP) obtenida fue 95.85+ 0.4 %, después de purificar
una fraccién quitina cruda, el contenido de cenizas, grasa, y proteina se redujo de

manera significativa al final de la purificacién quimica.

1.1.2 Caracterizacién de quitosano

Se utilizé un lote de QP obtenida de la F1, la quitina fue desacetilada durante 3.5 h
con NaOH 50 % (p/v). El quitosano obtenido fue caracterizado cuantitativamente
mediante humedad, cenizas, grado de acetilacion, solubilidad y peso molecular, los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2 Caracterizacion del quitosano obtenido

Humedad Cenizas Solubles en Grado de Peso
(%) (%) acido acético  acetilaciéon (%) molecular
(%) (kDa)
Quitosano 4.65+0.60 1.46%0.05 9561 +0.72 9.91+0.21 285.55 +0.19
(F1)

Los resultados mostrados son el promedio de 3 observaciones expresadas en porcentaje y error

estandar de la media.

El quitosano obtenido se encuentra dentro del intervalo de humedad 6-7 %
reportado por Pillai et al. (2009) y el contenido de cenizas después de la
desacetilacion fue de 1.46 % comparado con los quitosanos comerciales; Sigma
Chemical 0.2%, Dupont 0.2%, Cho et al. (2008), el porcentaje obtenido es mayor,
esto se puede atribuir al tiempo de reaccion de la desacetilacion quimica de la

quitina.
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El grado de desacetilacion es un parametro que nos indica el (%) molar del
monomero NHz, la cantidad de grupos amino pueden variar dependiendo de las

técnicas y el tiempo empleado para la desacetilacion (Abdel-Rahmana et al. 2015).

El quitosano obtenido presentd un grado de acetilacion de 9.91+0.21 %, y
95.61 + 0.72 % de solubilidad en acido acético. Ravi Kumar (2000), establece que
la solubilidad se produce por la protonacion del grupo amino, convirtiendo el

quitosano en un polielectrolito, cuando se encuentra en medios acidos.

El peso molecular del quitosano obtenido es de M, de 285.55+0.19, de acuerdo a
lo reportado por Zheng & Zhu (2003), el quitosano M, < 350 kDa tiene mayor efecto
antimicrobiano, debido a que permea la célula microbiana con mayor facilidad

interfiriendo con el metabolismo de las bacterias.

8.2 2° ETAPA preparacion y caracterizacion de los recubrimientos

La formacién de peliculas y recubrimientos se lleva a cabo a través de dos
procesos: un "proceso humedo" o casting en donde la formacion de pelicula se debe
a la evaporacion del disolvente, y un "proceso seco", que se basa en el
comportamiento termoplastico exhibido por algunas proteinas y polisacaridos
(Espitia et al. 2014).

Los recubrimientos propuestos fueron elaborados empleando la técnica “casting” y
caracterizados en cuanto a potencial z, tamafo de particula y permeabilidad al vapor

de agua.

8.2.1 Potencial z

Se determino el potencial z a los complejos solubles con los cuales se elaborarian
los recubrimientos. En la Fig. 9 se observa que la pectina presenta mayor caracter
anionico a diferencia del resto de las muestras analizadas, esto se debe a la
naturaleza propia del biopolimero, la pectina de alto metoxilo (HMP) posee una gran

cantidad de grupos carboxilo esterificados (Espitia et al. 2014).

La B-lactoglobulina se estudioé por encima del punto isoeléctrico es decir, a un pH
(7.0), en el que la proteina esta cargada negativamente, permitiendo la formacién

de un complejo soluble. Wang & Quvist (2000) reportaron la formacién de un
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complejo soluble con B-lactoglobulina y HMP, por otra parte Jones et al. (2009)
realizaron un estudio en el que se determiné que la estabilidad del complejo
B-Pectina dependia del pH, la concentracion y el tipo de pectina empleada,

obteniendo mejores resultados con HMP.

a0

I F:clina
E-lactoglobulina
P-R

I P-F-BAL

I BAL

I 0C

I CO-FP-BAL

%)
=
I

Potencial ¢ (/)

fa
=
1

-50

Fig. 9 Potencial { de los recubrimientos, biopolimeros y BAL.

En un sistema polisacarido/proteina por lo general el polisacarido lleva carga
negativa, mientras que la carga de la proteina varia con el pH de la solucion, las
macromoléculas son co-solubles cuando ambos estan cargados negativamente, el

complejo soluble se estabiliza por repulsion electrostatica (Sperber et al. 2009).

L. plantarum es una bacteria gram positiva, la pared celular de estas bacterias
contiene polialcoholes denominados &cidos teicoicos, algunos de los cuales se
enlazan con lipidos para formar acidos lipoteicoicos. Los acidos teicoicos se
encuentran embebidos en la pared celular, estos acidos dan a la pared de las
bacterias Gram-positivas una carga negativa, debido a la presencia de enlaces

fosfodiéster entre los mondémeros del &cido teicoico. (Brock, 2004).

47



El caracter anionico de la mezcla ternaria (P-B-BAL) se mantiene, permitiendo la
interaccion con el Q5, el recubrimiento se forma debido a las interacciones

electroestaticas de los biopolimeros.

Una vez formado el recubrimiento se muestra en la Fig. 9, un comportamiento
cationico, esto se atribuye a la presencia de los grupos amino que no estan
interactuando con el complejo polisacarido/proteina, los grupos amino libres del
quitosano podrian presentar propiedades antimicrobianas frente a bacterias,

levaduras, mohos y hongos. (Van den Broek et al. 2015).

8.2.2 Tamano de particula

En la Fig. 10 se muestra el grafico de los diametros volumétricos de los
recubrimientos, donde se observa que la B-lactoglobulina presenta el menor
diametro volumétrico, seguido por la pectina. También se observa un incremento en

el tamafo de particula conforme se van adicionando los biopolimeros.

El recubrimiento formado por Q-fP-BAL es el de mayor tamafio, la adicién de BAL
en la red polimérica formada aumenta el didmetro volumétrico a diferencia de

Q-BP.

E Fectina
B-lactoglobulina
P-g-BAL

f { W BAL

Bl C5

B C-RRP-BAL

B C-RR

D (3.0) pm
J

|:| I

Fig. 10 Diametro volumétrico de los recubrimientos, biopolimeros y BAL
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8.2.3 Permeabilidad al Vapor de Agua y espesor de las peliculas

La permeabilidad al vapor de agua se determiné a 10 5 °C, en donde la HR dentro
de la celda de prueba fue 75 % la cual corresponde a la humedad promedio que
tienen las zonas tropicales de produccion de litchi y rambutan. La camara ambiental
contenia HR de 90 % correspondiente a las condiciones éptimas establecidas para
el almacenamiento de los frutos tropicales (Wongs-Aree et al. 2014), de la misma
manera se llevd a cabo la prueba invirtiendo los gradientes de humedad, esto con

la finalidad de observar el comportamiento de los recubrimientos.

Tabla 3 Espesor de los recubrimientos elaborados, PVA de las peliculas a dos gradientes de HR
75/90 y 90/75 a 10°C

Recubrimiento Espesor medio

()
Q5 0.0208+0.001
Q-BP-BAL 0.0195:0.001
Q-BP 0.0380£0.001

Los resultados mostrados son el promedio de 4 observaciones expresadas en porcentaje y error
estandar de la media.

El espesor se determiné a todos los recubrimientos, los resultados se muestran en
la Tabla 3. La pelicula de Q5 tiene un espesor de 0.0208+0.001 mm, Martinez-
Castellanos (2009) obtuvo un espesor para peliculas de quitosano (Q) de
0.021+£0.002 mm, Lopez (2013) 0.0608+0.0044 mm, mientras que
Hernandez (2014) de 0.035+0.01mm. El espesor de las peliculas se puede atribuir
a la cantidad de solucion agregada y a el area superficial en donde se elaboran, de

acuerdo a la metodologia propia de cada autor.

El espesor del recubrimiento que contenia BAL fue de 0.0195+0.001mm, Martinez-
Castellanos (2009) sefiald, el espesor de un recubrimiento QBAL embebido de
0.023+0.002 mm, en el recubrimiento propuesto se agregd una proporcion 1:1 de
suspension celular 1X10° UFC/mL a la mezcla ternaria Q-BP, la cantidad de
suspension anadida en la red polimérica aumenta de tamano debido a los

microorganimos que encuentran en el recubrimiento (Fig. 10).
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La pelicula formada por Q-P registro un espesor de 0.038+0.001mm, este es mas
delgada en comparacion a lo descrito por Espitia et al. (2014) quienes elaboraron
peliculas de pectina, almidon y PVOH plastificado con glicerol mediante el método

de extrusién con un espesor de 0.4 mm.

En la Fig. 11 se observan la PVA de los recubrimientos, el recubrimiento Q-BP
presenta una permeabilidad al vapor de agua (4.344x10°%) g mm/m?hKPa HR 75/90
y (5.089x10-%%) g mm/m?hKPa para HR 90/75.

0.008 - Gradiente 75:90 0.006 - Gradiente 90:75
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o
R
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0.000 T 0.000 -
Fig. 11 PVA de las peliculas a dos gradientes de HR 75/90 y 90/75 a 1045 °C.

Esto se atribuye principalmente a la naturaleza de los biopolimeros, la pectina es
altamente hidrofilica debido al gran numero grupos hidroxilos polares y grupos
carboxilo cargados en la molécula, algunos de los grupos acidos se ionizan y el

agua se une tanto a los grupos cargados como a los grupos polares de la molécula

(Espitia et al. 2014).

Por otra parte el quitosano no es soluble en agua pura, sin embargo la presencia de
grupos amino e hidroxilo pueden interactuar con las moléculas de agua a través de
puentes de hidrégeno, Aguirre-Loredo et al. (2016) observaron que a medida que la
HR aumenta, la red polimérica de quitosano absorbe mas agua y se hincha,

facilitando el transporte de solutos a través de la matriz del polimero.
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Los recubrimientos analizados a un HR de 75 % no presentan diferencia significativa
entre los valores de permeabilidad al vapor de agua, esto resulta favorable, debido
a que los recubrimientos Q-BP (4.344x10%%) g mm/m?hKPa y Q-BP-BAL
(2.521x10%%) g mm/m?hKPa funcionan como el Q5 (3.616x10%%) g mm/m?hKPa,

mostrando baja permeabilidad al oxigeno y vapor de agua.

Comparando los recubrimientos a un gradiente de 90/75, no se observa diferencia
significativa, entre Q-pP (5.089x10%) g mm/m?hKPa vy Q-BP-BAL
(1.577x10%%) g mm/m?hKPa. La adicién de L. plantarum al recubrimiento Q-BP-
BAL permitié que las BAL al estar embebidas en el recubrimiento redujeran la
superficie total de la pelicula elaborada, exponiéndola menos a la transmision de

vapor de agua.

Los valores de permeabilidad al vapor de agua registrados para las pelicula de Q5:
para el gradiente 75/90 (3.616x10°%) gmm/m?hKPa y (2.705x103) gmm/m?hKPa
para 90/75 no mostraron diferencias significativas. Lépez (2013) reporté una PVA
de peliculas de Q de 6.96x10-%* para un gradiente 22/75 siendo menor a lo reportado
en este trabajo, por otra parte Di Pierro et al. (2011) sehalaron valores de PVA en
peliculas de quitosano de 0.6167 g mm/m?hKPa para un gradiente 0/100,
Miranda et al. (2003) de 0.2613 g mm/m?hKPa para un gradiente 97/ 85, Nicio
(2012) de 7.80x10%* g mm/m?hKPa para un gradiente 75/95 en peliculas de
Quitosano-Citrico-Hidroxi Propil Metil Celulosa. El aumento en la PVA se encuentra
relacionada con el contenido de HR en la camara de prueba y el uso de plastificantes

u otros biopolimeros en la elaboracion de los recubrimientos.

8.2.4 Viabilidad del recubrimiento determinada por fluorescencia

La viabilidad del recubrimiento Q-BP-BAL se determiné mediante fluorescencia, el
colorante SYTO 9 (fluorescencia verde) se utiliza para evaluar células viables,
mientras que el yoduro de propidio (fluorescencia roja) entra sélo en aquellas células
con membranas citoplasmaticas dafadas. Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 4.
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Tabla 4 Porcentaje de viabilidad en el recubrimiento Q-BP-BAL a 10°Cy HR 75 %

Tiempo 0 dias 7 dias 14 dias

% viabilidad  89.91+0.12 73.24+0.07 58.011£0.17 14.63+0.04

Los resultados mostrados son el promedio de 4 observaciones expresadas en porcentaje y error

estandar de la media

Rajam et al. (2012), estudiaron que la combinacion de proteina de suero
desnaturalizada con una matriz de alginato de sodio fue capaz de mejorar la
supervivencia de los probidticos, confiriendo proteccidn y liberacion controlada en

condiciones acidas y biliares.

Gebara et al. (2013), microencapsularon L. acidophilus La5 en una capsula de
pectina recubierta con proteinas de suero leche, el microencapsulado presentd una
mejora en la viabilidad del microorganismo, principalmente cuando se expone a

condiciones que simulan el transito a través del tracto gastrointestinal.

Khem et al. (2016), observaron el comportamiento de las proteina de suero en la
proteccion de L. plantarum logrando la viabilidad de la bacteria durante ocho
semanas, esto se atribuyo a las interacciones hidrofobas entre las células y las
porciones hidréfobas expuestas en las proteinas del suero durante el secado por

pulverizacion.

En la Tabla 4 se observa que la viabilidad del recubrimiento se mantiene durante 21
dias y disminuye de manera paulatina, esto puede atribuirse a que la BAL esta
utilizando la pectina como fuente de carbono, este biopolimero es estructuralmente
complejo, parcialmente esterificado, se encuentra ramificado con una gama de
azucares neutros, tales como ramnosa, galactosa, o arabinosa ademas de tener

propiedades prebidticas (Espitia et al. 2014).

Por otra parte Ma et al. (2016), reportaron que el sistema proteolitico de L. plantarum
desempefia un papel clave para hidrolizar las proteinas en péptidos y funcionar
como fuente de nitrégeno, encontraron seis aminoacidos esenciales (lle, Leu, Val,
Tyr, Met, y fenilalanina) y al menos una purina (adenina o guanina) los cuales fueron

identificados especificamente como nutrientes minimos para la fermentacion en la
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leche. Estos aminoacidos se encuentran en la estructura de la B-lactoglobulina
(Fennema, 1993).

8.3 3° ETAPA Aplicacion de los recubrimientos
8.3.1 Bioensayo litchi
8.3.1.1 Pérdida fisiologica de peso (PFP)

La PFP en litchi es importante, la fruta pierde humedad una vez cosechada, la
desecacion acelera la pérdida del color rojo debido al incremento en la actividad de
las enzimas PPO y PO (Underhill & Simons, 1993).

Los litchis recubiertos con Q-BP-BAL presentan diferencia significativa en cuanto a

PFP a diferencia del control el cual no tiene ningun tipo de tratamiento Fig. 12.

12 —&— Control
—@— QBPBAL a

10

% PFP

zl‘l!

0 5 10 15 20

Tiempo (d)

Fig. 12 PFP determinado en litchis tratados con el recubrimiento y el control almacenados a 10 °C
y HR 75 %. Letras diferentes indican diferencias significativas (0<0.05).
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El % PFP al final del bioensayo para la fruta con recubrimiento Q-P-BAL fue de
8.01£1.40 % mientras que para el control fue 11.87£1.14 %. De acuerdo a lo
reportado por Téllez (2014) la PFP fue del 10 % utilizando recubrimientos de
quitosano bioldgico y comercial, el quitosano por si mismo es empleado para formar
barreras semipermeables que evitan la PFP en frutas. El recubrimiento Q-BP-BAL
muestra valores menores a lo reportado por Nicio (2012) PFP 13 % y Martinez-
Castellanos et al. (2011) PFP 12 %.

8.3.1.2 Cambio de color en el pericarpio
En la Fig.13 se observan las imagenes tomadas durante el bioensayo. Las frutas
tratadas con Q-BP-BAL presentan mayor calidad visual con respecto a la fruta sin

tratamiento al dia 14.

Fig. 13 Calidad visual del litchi tratados con Q-BP-BAL y control. Fotos tomadas en los dias 0,7 y
14 de almacenamiento a 10°C y HR 75 %

Con respecto al cambio en la calidad de color determinada por sistema
colorimétrico, se observa que la luminosidad (L*) disminuye con el paso de los dias,

tornando las frutas opacas.

54



Los valores de L* determinados para el control (L *35.12) y Q-BP-BAL (L* 35.67),
no presentan diferencia significativa al final de bioensayo, estos valores son
mayores a lo reportado por Martinez-Castellanos (2009), L* (25). El matiz (h*) fue
determinado para el control (h* 26.33) y para el recubrimiento (h*27.17), del mismo
modo no presentan diferencia significativa, el resultado se puede atribuir a la

calidad inicial de la fruta empleada para el bioensayo.

Con respecto a croma (C*) al dia 14 existe una diferencia significativa entre el
recubrimiento C* (33.60) y el control C* (31.97), el acido lactico producido por los
microorganismos ejerce un efecto protector sobre las antocianinas, manteniendo el
color rojo en el pericarpio, los resultados son mejores a lo reportado por Martinez-
Castellanos et al. (2011) quienes determinaron un decremento progresivo en la

saturacioén del color de C* 30 a C* 23 al final de su trabajo experimental. (Fig. 14).

Fig. 14 Cambio en la calidad de color CIE ( C*, L*, a*) sistema colorimétrico, durante el
almacenamiento de los litchis tratados con el recubrimiento y control, almacenados a 10 °C y HR
75 %.
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8.3.1.3 Determinacion de antocianinas
Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que le otorgan al litchi su color rojo
brillante caracteristico, los resultados obtenidos de concentracion de antocianinas

por HPLC se muestran en la Fig. 15.

De acuerdo a lo descrito por Lee (1991), el pericarpio de litchi contiene siete tipos
de antocianinas: cianidina-3-rutindsido la mas abundate, seguida de cianidina-3-
glucésido, cianidina-3-galactosidasa, malvidina-3-acetilglucosido, pelargonidina-3-
glucésido y quercetin- 3-rutindsido. Las antocianinas se encuentran disueltas en la

savia vascular de la célula vegetal, que es ligeramente acida.
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Fig. 15 Concentracion de cianidina-3-rutinésido determinado en el pericarpio de litchi almacenado a
10°CyHR 75 %

El recubrimiento aplicado muestra diferencias significativas a los 7 y 14 dias, se
observa que el acido lactico producido in situ tiene un efecto protector sobre los
pigmentos, esta descrito que a pH< 3 las antocianinas permanecen estables, lo que
también se relaciona con los resultados presentados en la Tabla 4. Durante el
mismo periodo de tiempo, la viabilidad de BAL prevalece, las antocianinas
permanece estables como cation flavilo, prevaleciendo asi el color rojo (Martinez-

Castellanos et al. 2011).
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Caso contrario al control, la rapida desecacion que sufre el pericarpio del litchi
provoca que las vacuolas que contienen los pigmentos se deterioren. A pH mas alto,
la antocianina se convierte a una forma incolora (carbinol), las antocianinas se
vuelven inestables, por lo que pueden ser degradadas enzimatica o no

enzimaticamente (Sivakumar, 2006).

De acuerdo a lo descrito por Y. M. Jiang & Fu (1999) los litchis almacenados sin
tratamiento a 60 y 70 %HR perdieron el color rojo después 2 dias de
almacenamiento, en la Fig. 15 observamos un comportamiento similar a lo ya

descrito, la concentracion de antocianinas disminuye de forma significativa.

Tabla 5.Caracteristicas de calidad de los litchis almacenados a los 14 dias a 10°C y HR 75 %

Tratamiento ATT (%) STT (°Brix) pH Fenoles
Control 0.19+0.07 a 185+05a 4.68+0.21 a 71.61+ 6.01a
Q-BP-BAL 0.18+0.06 b 18.36£ 0.6 a 4.80+0.26 b 72.0+6.82 a

Letras diferentes indican diferencias significativas (a<0.05)

La concentracién de solidos solubles totales (SST) en la pulpa es una estimacién
del contenido de azucar en la fruta y la calidad comestible de la misma. Los valores
obtenidos, 18.5+ 0.5°Brix con respecto al control y 18.36+ 0.56 °Brix para el
recubrimiento, se encuentran dentro del intervalo estimado 18 y 20 °Brix (FAO).
Los resultados obtenidos son menores a lo descrito Martinez-Castellanos et al.
(2011) quienes reportaron 18.96+ 0.20 °Brix para el control, y 18.6 + 0.30 °Brix para
la fruta con L. plantarum, esto depende de la especie de litchi y la calidad inicial de

la fruta utilizada para el analisis (Nicio, 2012).

En los frutos no climatéricos el contenido de SST aumenta, mientras que los valores
de acidez total titulable (ATT) disminuyen. Durante el periodo de maduracién los
acidos organicos disminuyen a medida que se utilizan como sustratos para la
respiracion. El agotamiento de dichos acidos se acompana de una disminucion en
el contenido de almidén y un aumento de los azucares responsable de la dulzura en

los frutos.
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Paull et al. (1984) describen la presencia de acido malico en litchis maduros, los
valores obtenidos de ATT se encuentran dentro de lo especificado para litchi
especie Mauritius’ y ‘Brewster’ (0.2 a 1.1) % de acido malico, al igual que el pH (4.7-
5.1).

8.3.1.4 Micrografias electronicas de barrido del pericarpio de litchi con el
recubrimiento Q-BP-BAL

Underhill & Simons (1993) describieron el pericarpio de litchi como una estructura

lefiosa y continua de 1-3 mm de espesor, la superficie del pericarpio se compone

de segmentos y protuberancias de textura aspera (Fig. 16 a 'y b).

Los analisis por SEM mostraron que el recubrimiento se distribuyé sobre la
superficie del pericarpio (Fig. 16 c y d), el recubrimiento con L. plantarum se
encuentra sobre la superficie de la fruta, adhiriéndose en la superficie irregular del
litchi (Fig. 16 d y e), lo que pudiera aumentar la viabilidad del microorganismo,

fungiendo como proteccion.

Al dia 14 (Fig. 16 f) del bioensayo se observan algunas estructuras globulares y
pequefios agregados esto puede atribuirse a la que pectina y B-lactoglobulina

empleados en el recubrimiento.
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Fig. 16 Micrografias obtenidas por Microscopia electronica de Barrido (MEB) a 1000, 3000, 4000,
8000 y 10000X aumentos. En la imagen a se muestra la superficie del litchi almacenado a 10°C y
HR 75 %; ay b (control), cy d superficie de litchi con el recubrimiento Q-pP-BAL; e litchit (0); f
litchi t (14).
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8.3.1.5 Recuperaciéon de BAL viables en litchi

Martinez-Castellanos et al. (2011) reportaron la viabilidad de L. Plantarum durante
20 dias a una temperatura de 10°C y HR 75 %. Mediante la determinacién por
fluorescencia, se confirmé la viabilidad de BAL en las mismas condiciones de

almacenamiento.

Por otro parte, la viabilidad del microorganismo en el pericarpio de litchi, se observa
en la (Fig. 17) Yang et al. (2006) encontraron que el pericarpio de litchi posee
polisacaridos de carga neutra compuestos principalmente por 65,6% manosa,
33,0% de galactosa y 1,4% arabinosa, que sirven como fuente de carbono para los
microorganismos, ademas la matriz polimérica en la que se encuentran embebidos

podria ejercer un efecto protector.
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Fig. 17 Recuperacion de BAL en frutos de litchi almacenados a 10°C y HR 75 %. Siembra en placa
por extension en agar MRS.
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8.3.2 Bioensayo rambutan
De acuerdo a los resultados obtenidos con el recubrimiento Q-BP-BAL en litchi, se

decididé comparar el efecto que tendria la BAL libre, Q5 y Q-BP en el bioensayo 2.

8.3.2.1 Pérdida Fisiolégica de Peso (PFP)

El andlisis estadistico determinado para la PFP, no se encontré una diferencia
significativa entre los tratamientos. La PVA reportada anteriormente para el
gradiente de HR 75% de la misma forma no mostro diferencia significativa. Con
este gradiente de humedad se evita la pérdida acelerada de agua en rambutan. Los
recubrimientos: Q5, Q-BP-BAL y Q-BP, funcionaron como una barrera que evito la
pérdida de vapor de agua. Martinez-Castellanos et al. (2009) determiaron que los
frutos tratados con BAL presentaron valores mas bajos de PFP. Este resultado lo
atribuyen al desarrollo de los lactobacilos sobre el pericarpio, dado que los
microorganismos metabdlicamente activos podrian secretar exopolisacaridos que

generarian un efecto protector sobre la fruta.

Wall et al. (2011) indicaron que la temperatura 6ptima de almacenamiento en
rambutan es de 8-10 °C, igualmente encontré que el incremento en la respiracion
durante el almacenamiento estaba directamente relacionada con las condiciones de

temperatura y la HR.

8.3.2.2 Cambios de color en el pericarpio de rambutan

En la Fig. 18 se observa que el cambio de color durante el bioensayo, al dia 7 de
almacenamiento se observa que la fruta aun mantiene su color, las condiciones de
almacenamiento propuestas resultaron favorables para la conservacion de los

frutos.

Al dia 14 se observo que los espiternos de la fruta comienzan a oscurecerse, estas
estructuras son mas vulnerables a la deshidratacion, lo que provoca el cambio de
color en los mismos, se ha descrito que la cantidad de PO y PPO en estas
estructuras es mayor que en el pericarpio (Wall et al. 2011), la coloracion sobre el
pericarpio de las frutas con los tratamientos: BAL, Q5, Q-BP-BAL y Q-BP

prevalece, la formacién de recubrimientos evita la deshidratacion.
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Por otra parte se puede apreciar que los espiternos comienzan a oscurecerse, a
medida que pasa el tiempo el pardeamiento progresa hacia la base de los filamentos

y se extiende sobre el pericarpio.

Al final del bioensayo el rambutan con Q-BP-BAL presenta mayor cantidad de zonas
de coloracion roja a diferencia de los demas tratamientos. Estas zonas pueden
contener una gran carga de BAL viables que metabolicamente podrian encontrarse
activadas, generando un pH acido sobre la superficie del pericarpio en donde se

encuentran.

Fig. 18 Calidad visual del rambutén tratados con los diferentes tratamientos empleados. Fotos
tomadas en los dias 0, 7,14 y 20, almacenados a 10°C y HR 75%

El control y la suspensién de BAL, presentaron contaminacién por hogos al final del
bioensayo, el efecto anti fungico del quitosano en las mezclas poliméricas disminuyo

la contaminacion por fitopatégenos.
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Enla Fig. 19 se reporta los parametros L*, h* y C* determinados para los diferentes
recubrimientos empleados. De acuerdo al analisis estadistico realizado los valores
de L* y h* no son significativamente diferentes, mientras que el valor de C* para el
tratamiento Q-BP-BAL (C* 32.24), presenta diferencias significativas con respecto
a los demas recubrimientos, el analisis se realizé en las zonas de mayor coloracion

para todos los tratamientos.

Fig. 19 Cambio en la calidad de color CIE (C*.L* a*) sistema colorimétrico, durante el
almacenamiento del rambutam tratados con el recubrimiento y control, almacenados a 10 °C y HR
75 %.

8.3.2.3 Antocianinas

La aplicacion de L. plantarum en el recubrimiento polimérico Q- BP tiene un efecto
sobre la degradacion de las antocianinas (Fig. 20 y 21) a diferencia de los
recubrimientos sin BAL, de acuerdo a lo reportado por Martinez-Castellanos et al.
(2009,2011) los microorganismos ejercen un efecto sobre las antocianinas a las

mismas condiciones de almacenamiento.
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La concentracion de cianidina-3-rutinésido (Fig. 20) determinada para el pericarpio
de rambutdn muestra que el recubrimiento Q- BP-BAL y BAL estabiliza la
degradacion de las antocianinas. A los 7 dias existe una cantidad importante de
dichos pigmentos, esto podria atribuirse a la gran cantidad de microrganismos que
se encuentran activos (Fig. 26), el acido lactico que se produce in situ favorece la

forma estable de las antocianinas como catién flavilo.
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Fig. 20 Antocianinas totales medias por absorbancias (A/g pericarpio) en rambutan almacenados a
10 °CyHR 75 %

Al tiempo final del bioensayo se observa que las antocianinas determinadas por
HPLC en el tratamiento Q- BP-BAL, resultan significativamente diferentes del resto
de los tratamientos, esto atribuido a la viabilidad determinada en el recubrimiento
por el método de fluorescencia y cuenta en placa. Ademas de la proteccion que
brindan los biopolimeros empleados para su microencapsulacion, mismos que
contribuyen a la estabilidad, para evitar la degradacion de las antocianinas en
contraste al uso de la suspension de BAL, en este trabajo presentd contaminacion
por fitopatdégenos, que podrian afectar la viabilidad de la bacteria inhibiendo su

desarrollo.
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El Q5 y el control presentan un comportamiento similar, mostrando la pérdida de
pigmentos al final del estudio (Fig. 19 y 20). En varios trabajos se ha descrito que
el quitosano tiene la capacidad de formar recubrimientos con baja permeabilidad al
vapor de agua, este biopolimero puede ser una alternativa para evitar el deterioro
en las frutas (Ravi Kumar 2000; Rinaudo 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos el quitosano presentd mejores propiedades
que cuando se agrego el microorganismo lactico, resultados similares se han

descrito por Téllez (2014).
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Fig. 21 Concentracion de cianidina-3-rutinésido determinada en los pericarpios de rambutanes
almacenados a 10 °CyHR 75 %

Simpson et al. (1976) propusieron dos posibles mecanismos para la degradacion no
enzimatica de antocianinas: la hidrdlisis de los enlaces 3 - glucosidico para producir
la aglicona mas labil, y la apertura hidrolitica del anillo de pirilio para formar una

chalcona sustituida, este comportamiento se observé en los recubrimientos.
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A medida que el pardeamiento se incrementa en el rambutan, el contenido de
fenoles se comporta de manera similar provocado la oxidacion fendlica, en la
(Fig. 22) se observa que el comportamiento general de los tratamientos fue la
disminucién de dichas estructuras, lo cual resulta favorable, ya que al interactuar las
enzimas con los compuestos fendlicos, estos se degradan, con lo que puede

prevalecer el color.
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Fig. 22 Concentracion de fenoles determinada en los pericarpios de los rambutanes almacenados
a10°CyHR75%

Srisornkompon et al. (2013) establecen que el quitosano puede estimular la
produccion de fenilalanina amonio liasa, que es de gran importancia en la
produccion de catequinas, Téllez (2014) obtuvo mayor produccion de fenoles en el
tratamiento con Q5 g/L y BAL, en la Fig. 22 se observa que los tratamientos con Q5
al dia 7 presentan mayor cantidad de fenoles, la disminucion en la concentracion de

fenoles podria disminuir la oxidacion de las antocianinas.

66



8.3.2.4 Caracteristicas del jugo de rambutan

El sabor atractivo en el rambutan resulta del equilibrio entre los azucares y acidos
presentes en el arilo. El rambutan maduro contiene de 17 a 21% de SST y de 0.18
a 0.55% de ATT con un intervalo de pH de 4.25 a 4.60, estos valores varian de

acuerdo a la especie y la zona de cultivo (Kosiyachinda et al. 1987).

4.9

4.4 - —e— Control
BAL
Q5
4.3 1 —A&— Q-pP-BAL
—&— Q-pP
4.2 T T T T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (d)

Fig. 23 Cambios de pH determinado en el jugo de los rambutanes almacenados a 10 °C y HR 75 %

Se determiné el pH (Fig. 23), SST (Fig. 24) y el ATT (Fig. 25) en el jugo de rambutan,
se observo que el pH disminuyé conforme avanza el tiempo, para el dia 20 el pH se
mantiene dentro del intervalo establecido, lo que indica que los recubrimientos no

afectan la calidad sensorial de la fruta.
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Fig. 24 Cambios de SST determinado en el jugo de rambutan, almacenados a 10°C y HR 75 %

Se observo que al final del bioensayo los valores obtenidos se encuentran dentro
de lo estimado, la disminucion de pH y SST hablan del proceso natural de

senescencia de las frutas.
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Fig. 25 ATT determinada en el jugo de rambutan, almacenados a 10°C y HR 75 %
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A medida que el pH disminuye la ATT aumenta, el acido malico presente en el
rambutan es de 0.18 a 0.55 %, atribuido nuevamente a la variedad y especie de la

fruta.

8.3.2.5 Recuperaciéon de BAL viables en rambutan

En la Fig. 26 se observa una gran cantidad de bacterias en el recubrimiento al inicio
del bioensayo. Kondo et al. (2002), identificd; ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa,
galactosa y glucosa en el pericarpio de rambutan, tal como lo describen Martinez-
Castellanos et al. (2009), estos monosacaridos pueden apoyar el crecimiento

microbiano.
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Fig. 26 Recuperacion de BAL en frutos de rambutan almacenados a 10°C y HR 75 %. Siembra en

placa por extension en agar MRS.
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8.3.2.6 Micrografias electronicas de barrido del pericarpio de rambutan con el
recubrimiento Q-P-BAL

En la Fig. 27 (a y b) se observa la morfologia irregular del rambutan, las estructuras
caracteristicas denominadas espiternos se encuentran recubiertos. El tratamiento
Q5 y Q-BP forman recubrimientos homogéneos sobre la superficie del fruto. Como
se observa en la micrografia el recubrimiento Q-BP-BAL forma una superficie lisa 'y
homogénea sobre el cual los microorganismos lacticos se encuentran
microencapsulados Fig. 26 (cy d), al inicio del bioensayo existe una gran cantidad
de bacilos cortos los cuales se encuentran embebidos en la matriz polimérica Fig.
27 (e).

Al final del bioensayo Fig. 27 (f) se observan estructuras globulares y pequefios
agregados, los que podrian relacionarse con la pectina y la B-lactoglobulina
empleados en la preparacién del recubrimiento. Se observa que la cantidad de
microorganismos disminuye, ademas se ve la presencia de un segmento de hifa,

indicando el inicio de contaminacion por fitopatdgenos al dia 20 del bioensayo.
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Fig. 27 Micrografias obtenidas por Microscopia electronica de Barrido a 10,000 X de la superficie
de rambutan almacenado a 10°C y HR 75%; aQ5, b Q-pP; cyd Q-BP-BAL, e rambutan Q-
BP-BAL t (0); f rambutan Q-BP-BAL t (20).
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9 CONCLUSIONES

La fermentacion acido lactica es un proceso adecuado para la obtencién de quitina,
permite recuperar productos de alto valor agregado tales como pigmentos,

proteinas y CaCOs a partir de desecho de camaron.

En su evaluacion como recubrimiento, el mejor tratamiento fue Q-BP-BAL el cual
preservo el color rojo en litchi durante 14 dias y en rambutan durante 20 dias. La
combinacion de biopolimeros empleados en la elaboracion del recubrimiento
Q-BP-BAL, permiti6 la viabilidad L. plantarum, dicho microorganismo logré
estabilizar la degradacién de las antocianinas debido a la acidificacién in situ del

pericarpio.

Las condiciones de almacenamiento propuestas 10°C y HR 75%, ralentizaron la
deshidratacion de las frutas con lo que se redujo la pérdida en la calidad visual,

ademas de conservar las caracteristicas poscosecha en las mismas.
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11 ANEXOS
Andlisis estadistico de varianza (ANOVA) y prueba de comparacién de medias LSD.
PVA
PVA 90/75
Variable G.L S.C CM F  Nivel Power

Probabilidad a=0.05

A: tratamieto 2 3.367732E-06 1.683866E-06 0.76 0.541824 0.100250
S 3 6.673764E-06 2.224588E-06

Total (Adjusted) 5 1.00415E-05

Total 6

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

Q-pP-BAL 2 2.52128E-03

Q5 2 3.61556E-03

Q-pP 2 4.344238E-03

PVA 75/90

Variable G.L S.C C.M F  Nivel Power

Probabilidad o= 0.05

A: tratamiento 2 1.285853E-05 6.429264E-06 2.65 0.216913 0.229480
S 3 7.264806E-06 2.421602E-06

Total (Adjusted) 5 2.012333E-05

Total 6

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos
Q-BP-BAL 2 1.577821E-03
Q5 2 2.705541E-03
Q-pP 2 5.089575E-03
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Analisis estadistico de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias LSD.

LITCHI

PFP

Variable G.L S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad a=0.05

A: tratamiento 1 125.701 125.701 142.41 0.000000* 1.000000

B: tiempo 19 603.9078 31.78462 36.01 0.000000* 1.000000

AB 19 17.26042 0.9084432 1.03 0.452409  0.590345

S 40 35.3058 0.882645

Total (Adjusted) 79 782.175

Total 80

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

Q-pP-BAL 40 4.14125 Control

Control 40 6.64825 Q-pP-BAL

pH

Variable G.L S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: tratamiento 1 7.520834E-02 7.520834E-02 16.58 0.000439* 0.974096

B: tiempo 2 1.645379 0.8226896 181.42 0.000000* 1.000000

AB 2 3.940416E-02 1.970208E-02 4.34 0.024527* 0.697123

S 24 0.1088333 4.534722E-03

Total (Adjusted) 29 1.66612

Total 30

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

Control 15 4.680666 Q-pP-BAL

Q-BP-BAL 15 4.807333 control

Antocianinas HPLC cianidina 3- rutinosido

Variable G.L S.C C.M F Nivel Power
Probabilidad a=0.05

A: C1 1 4743.317 4743.317 236.81 0.000005* 1.000000

B: C2 2 4040.191 2020.095 100.85 0.000024* 1.000000

AB 2 2796.453 1398.227 69.81 0.000070* 1.000000

S 6 120.1793 20.02989

Total (Adjusted) 11 11700.14

Total 12

* Term significant at alpha = 0.05
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Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos
CONTOL 6 22.83661 Q-BP-BAL
Q-BP-BAL 6 62.59973 CONTOL

AT é&cido malico (%)

Variable G.L S.C CM F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: tratamiento 1 1.38108E-03  1.38108E-03 9.52 0.005054* 0.841478

B: tiempo 2 0.1483763 7.418816E-02 511.60 0.000000* 1.000000

AB 2 8.169087E-03 4.084543E-03 28.17 0.000001* 0.999999

S 24 3.480321E-03 1.450134E-04

Total (Adjusted) 29 0.1397874

Total 30

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

Q-pP-BAL 15 0.1828051 control

Control 15 0.1999699 Q-BP-BAL

SST (° BRIX)

Variable G.L S.C CM F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: tratamiento 1 0.16 0.16 0.42 0.519952 0.096633

B: tiempo 2 1.121667 0.5608333 1.49 0.242488 0.291768

AB 2 0.215 0.1075 0.28 0.754168 0.090929

S 30 11.32333 0.3774444

Total (Adjusted) 35 12.82

Total 36

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos
Q-pP-BAL 18 18.36667
Control 18 18.5

Fenoles (mg catequina/g pericarpio)

Variable G.L S.C C.M F Nivel Power
Probabilidad a=0.05

A: tratamiento 1 0.9264063 0.9264063 0.02 0.884812 0.052309

B: tiempo 2 43.72531 21.86266 0.50 0.609265 0.125750

AB 2 305.5916 152.7958 3.51 0.041000* 0.615893

S 34 1478.399 43.48232

Total (Adjusted) 39 1926.63
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Total 40
* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media
Control 20 71.615
Q-pP-BAL 20 72

ANALISIS DE COLOR LITCHI

L*

Variable G.L S.C C.M

A: TRATAMIENTO 1 13.85433 13.85433
B: TIEMPO 2 1769.869 884.9343
AB 2 13.59382 6.796912
S 294 2056.626 6.995328
Total (Adjusted) 299 3523.106

Total 300

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media

Q-pP-BAL 150 35.1292
CONTROL 150 35.67285

a*

Variable G.L S.C CM

A: TRATAMIENTO 1 18.75817 18.75817
B: TIEMPO 2 4851.01 2425.505
AB 2 425.0026 212.5013
S 294 4965.633 16.88991
Total (Adjusted) 299 10830.42

Total 300

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media

Q-pP-BAL 150 33.1048
CONTROL 150 33.73739

Diferencia entre grupos

F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

1.98 0.160393 0.289063

126.50 0.000000* 1.000000

0.97 0.379675 0.218262

Diferencia entre grupos

F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

1.11 0.292814 0.182835
143.61 0.000000* 1.000000
12.58 0.000006* 0.996375

Diferencia entre grupos
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b*

Variable G.L S.C CM F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: TRATAMIENTO 1 22.25685 22.25685 4.33 0.038291* 0.545537

B: TIEMPO 2 25.72835 12.86417 2.50 0.083563 0.499909

AB 2 12.91346 6.456729 1.26 0.286199 0.272291

S 294 1510.878 5.13904

Total (Adjusted) 299 1589.747

Total 300

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

Q-pP-BAL 150 16.157 CONTROL

CONTROL 150 16.84607 Q-BP-BAL

h*

Variable G.L S.C CM F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: TRATAMIENTO 1 32.89259 32.89259 1.84 0.175880 0.272197

B: TIEMPO 2 1936.784 968.3922 54.20 0.000000* 1.000000

AB 2 196.1593 98.07964 5.49 0.004565* 0.848074

S 294 5252.939 17.86714

Total (Adjusted) 299 7677.945

Total 300

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

Q-pP-BAL 150 26.33304

CONTROL 150 27.17072

Croma

Variable G.L S.C CM F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: TRATAMIENTO 1 38.00225 38.00225 2.50 0.115169 0.350297

B: TIEMPO 2 4068.97 2034.485 133.66 0.000000* 1.000000

AB 2 360.1627 180.0813 11.83 0.000011* 0.994401

S 294 4475.196 15.22176

Total (Adjusted) 299 9437.78

Total 300

* Term significant at alpha = 0.05
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Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos
Q-BP-BAL 150 36.95584 CONTROL
CONTROL 150 37.85624 Q-BP-BAL

Se analiz6 el pardmetro a y croma al dia 14 para verificar si existian diferencias
significativas con los siguientes resultados

a*dia 14

Variable G.L S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad a=0.05

A: TRATAMIENTO 1 151.6523 151.6523 7.15 0.008573* 0.755403

S 118 2503.885 21.21936

Total (Adjusted) 119 2655.537

Total 120

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

CONTROL 60 27.26648 Q-BP-BAL

Q-pP-BAL 60 29.51483 CONTROL

Cromadia 14

Variable G.L S.C CM F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: TRATAMIENTO 1 79.5049 79.5049 459 0.034154* 0.565837

S 118 2042.53 17.30958

Total (Adjusted) 119 2122.035

Total 120

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

CONTROL 60 31.97685 Q-BP-BAL

Q-pP-BAL 60 33.60478 CONTROL
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Analisis estadistico de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias LSD.

PFP

Variable G.L
A: tratamiento 4
S 90
Total (Adjusted) 94
Total 95

RAMBUTAN
S.C CM F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05
0.1204497 3.011243E-02 0.80 0.527927 0.247155
3.385036 3.761151E-02
3.505486

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento

Q5 19
Q-pP-BAL 19
Q-pP 19
CONTOL 19
BAL 19
pH

Variable G.L
A: tratamiento 4
B: tiempo 3
AB 12
S 85
Total (Adjusted) 104
Total 105

Repeticiones

Media
0.3218535
0.3218535
0.3815628
0.398753
0.3996838

S.C CM

2.971067E-02 7.427667E-03

Diferencia entre grupos

F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05
7.66 0.000026* 0.996193

0.9776447 0.3258815 335.96 0.000000* 1.000000
0.186892 1.557433E-02 16.06 0.000000* 1.000000
0.08245 0.00097

1.557796

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento

CONTROL 21
QBP 21
BAL 21
Q5 21
Q-BP-BAL 21

Repeticiones

Media
4.53381
4.53381
4.560952
4.568572
4.585238

Diferencia entre grupos
BAL, Q5, Q-pP-BAL
BAL, Q5, Q-pP-BAL
CONTROL, QBP, Q-BP-BAL
CONTROL, QBP
CONTROL, QBP, BAL
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SST (° BRIX)

Variable G.L S.C CM F Nivel Power
Probabilidad a= 0.05

A: tratamiento 4 4.9664 1.2416 3.30 0.014581* 0.819602

B: tiempo 3 114.3989 38.13298 101.29 0.000000* 1.000000

AB 12 13.8304 1.152533 3.06 0.001265* 0.986166

S 85 32 0.3764706

Total (Adjusted) 104 198.2339

Total 105

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media Diferencia entre grupos

BAL 21 20.00952 Q5, Q-pP-BAL, CONTROL

QBP 21 20.04762 Q5, Q-pP-BAL, CONTROL

Q5 21 20.50476 BAL, QBP

Q-BP-BAL 21 20.50476 BAL, QBP

CONTROL 21 20.6381 BAL, QBP

Antocianinas HPLC cianidina-3-rutiosido

Variable G.L S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

A: tratamiento 4 6724.39 1681.097 183.01 0.000000* 1.000000

B: tiempo 3 2818.204 939.4014 102.27 0.000000* 1.000000

AB 12 3340.517 278.3764 30.30 0.000000* 1.000000

S 20 183.7186 9.185928

Total (Adjusted) 39 13066.83

Total 40

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones Media

CONTROL 8 17.70052
BAL 8 20.42708
Q5 8 20.47174
QBP 8 23.21737
Q-pP-BAL 8 52.57368

AT (%) acido malico

Diferencia entre grupos
QBP, Q-pP-BAL
Q-BP-BAL
Q-BP-BAL
CONTROL, Q-gP-BAL
CONTROL, BAL, Q5, QBP

Variable G.L S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad a= 0.05

A: tratamiento 4 1.842706E-02 4.606764E-03 3.39 0.012921* 0.830071

B: tiempo 3 0.6702362 0.2234121 164.48 0.000000* 1.000000

AB 12 7.818444E-02 6.51537E-03 4.80 0.000007* 0.999758

S 80 0.1086625 1.358281E-03

Total (Adjusted) 99 0.8948714

Total 100

* Term significant at alpha = 0.05
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Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento

Q-BP-BAL 20
CONTROL 21
Q5 19
QBP 20
BAL 20

Repeticiones

Media

0.3016962
0.3333068
0.3338363
0.3351675
0.3480411

Antocianinas totales (ABS/ g pericarpio)

Variable G.L
A: tratamiento 4

B: tempo 3

AB 12
S 50
Total (Adjusted) 69
Total 70

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento

CONTROL 14
Q5 14
BAL 14
QBP 14
Q-pP-BAL 14

Repeticiones

Fenoles (mg catequina/ g pericarpio)

Variable G.L
A: tratamiento 4

B: tiempo 3

AB 12
S 60
Total (Adjusted) 79
Total 80

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento Repeticiones

CONTROL 16
Q5 16
QBP 16
BAL 16
Q-pP-BAL 16

Diferencia entre grupos
CONTROL, Q5, QBP, BAL
Q-BP-BAL
Q-BP-BAL
Q-BP-BAL
Q-BP-BAL

S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

1.346159E-04 3.365397E-05 18.78 0.000000* 1.000000
7.997498E-04 2.665833E-04 148.79 0.000000* 1.000000
2.501749E-04 2.084791E-05 11.64 0.000000* 1.000000
8.958488E-05 1.791698E-06
1.335382E-03

Media Diferencia entre grupos

1.160164E-02 BAL, QBP, Q-3P-BAL

1.240457E-02 QBP, Q-pP-BAL

1.328936E-02 CONTROL, QBP, Q-BP-BAL

1.541336E-02 CONTROL, Q5, BAL

1.583336E-02 CONTROL, Q5, BAL

S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

1909.115 477.2786 10.27 0.000002* 0.999682
32341.4 10780.47 231.86 0.000000* 1.000000
1402.067 116.839 2.51 0.009538* 0.946780
2789.74 46.49566
38131.92

Media Diferencia entre grupos

46.8475 Q5, QBP, BAL, Q-BP-BAL

53.9975 CONTROL, Q-gP-BAL

55.52875 CONTROL, Q-gP-BAL

58.57875 CONTROL

62.3225 CONTROL, Q5, QBP
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ANALISIS DE COLOR PARA RAMBUTAN

L*

Variable G.L
A: tratamiento 4

B: tiempo 3
AB 12

S 1030
Total (Adjusted) 1049
Total 1050

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de medias: Fisher's LSD

Tratamiento

QBP 210
Q-pP-BAL 210
CONTROL 210
BAL 210
Q5 210
a*

Variable G.L
A: tratamiento 4

B: tiempo 3
AB 12

S 1030
Total (Adjusted) 1049
Total 1050

Repeticiones

* Term significant at alpha = 0.05

Fisher's LSD Multiple-Comparison Test

Tratamiento

BAL 210
Q5 210
CONTROL 210
QBP 210
Q-pP-BAL 210

Repeticiones

S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

60.7122 15.17805 0.20 0.940805 0.092141
8154.901 2718.3 35.01 0.000000* 1.000000
1667.113 138.9261 1.79 0.045473* 0.890070
79983 77.6534
89165

Media Diferencia entre grupos

28.00671

28.3511

28.66076

28.71695

28.77314

S.C C.M F Nivel Power
Probabilidad o= 0.05

1034.127 258.5318 16.97 0.000000* 1.000000
27902.04 9300.679 610.54 0.000000* 1.000000
3014.204 251.1837 16.49 0.000000* 1.000000
15690.59 15.23358
49807.7

Media Diferencia entre grupos

23.99774 Q5, CONTROL, QBP, Q-gP-BAL

25.4251 BAL, CONTROL, QBP, Q-pP-BAL

26.25657 BAL, Q5, Q-pP-BAL

26.71698 BAL, Q5

27.45595 BAL, Q5, CONTROL

89



b*

Variable G.L
A: tratamiento 4

B: tiempo 3
AB 12

S 1030
Total (Adjusted) 1049
Total 1050

* Term significant at alpha = 0.05

Fisher's LSD Multiple-Comparison Test

Tratamiento

BAL 210
Q5 210
QBP 210
CONTROL 210
Q-pP-BAL 210
h*

Variable G.L

A: tratamiento 4

B: tiempo 3
AB 12

S 1030
Total (Adjusted) 1049
Total 1050

Repeticiones

* Term significant at alpha = 0.05

Fisher's LSD Multiple-Comparison Test

Tratamiento

QBP 210
Q-BP-BAL 210
CONTROL 210
Q5 210
BAL 210
Croma

Variable G.L
A: tratamiento 4

B: tiempo 3
AB 12

S 1030
Total (Adjusted) 1049
Total 1050

Repeticiones

S.C CM F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05
165.3184 41.32961 4.86 0.000690* 0.958249
8898.57 2966.19 348.96 0.000000* 1.000000
938.2772 78.18977 9.20 0.000000* 1.000000
8755.053 8.500051
18720.45
Media Diferencia entre grupos
15.31472 QBP, CONTROL, Q-BP-BAL
15.805 Q-BP-BAL
16.05395 BAL, Q-pP-BAL
16.19209 BAL, Q-pP-BAL
16.76186 BAL, Q5, QBP, CONTROL
S.C C.M F  Nivel Power
Probabilidad o= 0.05
198.8789 49.71973 3.21 0.012506* 0.829468
889.7184 296.5728 19.13 0.000000* 1.000000
931.3075 77.60896 5.01 0.000000* 0.999974
15969.05 15.50393
18482.49
Media Diferencia entre grupos
31.31109 BAL
31.37601 BAL
31.84091 BAL
32.03723
32.74635 QBP, Q-BP-BAL, CONTROL
S.C C.M F Nivel Power
Probabilidad a=0.05
1137.464 284.3659 15.07 0.000000* 1.000000
37061.19 12353.73 654.49 0.000000* 1.000000
3675.457 306.288 16.23 0.000000* 1.000000
19441.63 18.87537
63193.98

* Term significant at alpha = 0.05
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Fisher's LSD Multiple-Comparison Test

Tratamiento
BAL

Q5
CONTROL
QBP
Q-BP-BAL

Area

Repeticiones Media
210 28.56084
210 30.01917
210 30.92309
210 31.2488
210 32.24833

5000

Diferencia entre grupos
Q5, CONTROL, QBP, Q-gP-BAL
BAL, CONTROL, QBP, Q-3P-BAL
BAL, Q5, Q-pP-BAL
BAL, Q5, Q-pP-BAL
BAL, Q5, CONTROL, QBP

Determinacion de antocianinas HPLC
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Fluorescenica verde/roja

2D Graph 6
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