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Resumen

Los aguacates variedad Hass son frutos de importancia en la economia de
México debido a su exportacion mundial. Como consecuencia de su alta tasa
metabolica estos presentan una vida util relativamente baja, es por ello que se han
evaluado distintos métodos para aumentar la vida util del fruto. Entre los métodos
que se evallan estan los recubrimientos en frutos, a partir de biopolimeros

compatibles con alimentos.

En el presente trabajo se usé el poli(acido géalico) (PGAL) y su entrecruzado
con compuestos celulésicos como recubrimiento en aguacates variedad Hass. Se
sintetizé el PGAL con lacasa de Trametes versicolor (LTV), ademas éste se
entrecruzé con carboximetilcelulosa (CMC), se caracterizaron por *H RMN, FT-IR,
se midi6 la permeabilidad del entrecruzado y la polaridad de los recubrimientos en

exocarpio.

Se tuvieron dos lotes experimentales, el primero originario de un centro
comercial y el segundo desde un huerto en la localidad de Ario de Rosales,
Michoacan, los cuales se recubrieron con las formulaciones de PGAL mediante
inmersion, y se midieron semanalmente caracteristicas de pérdida de peso del
fruto, textura en mesocarpio y exocarpio, el color del mesocarpio, las
caracteristicas sensoriales de los frutos y la actividad antimicrobiana empleando
una cepa de Listeria monocytogenes.

Los dos lotes presentaron caracteristicas variables; la pérdida de peso fue
menor en frutos recubiertos del lote sin pretratamiento comercial. La textura fue
mas consistente (dureza y cohesividad medidos con un Analizador de Textura) en
los frutos recubiertos con la formulaciones de PGAL. EI PGAL mantuvo la
estructura del exocarpio de aguacate, presentando menos erosion. La coloracion
del mesocarpio de los frutos no presentd diferencias y las caracteristicas
sensoriales de los frutos describieron con menor tonalidad verde las formulaciones
de PGAL, y un mayor brillo el recubrimiento de PGAL con CMC. La acidez de la
pelicula de CMC-PGAL inhibi6é a L. monocytogenes.
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Introduccién

Uno de los frutos de importancia econémica en México por su exportacion a
nivel mundial es el aguacate variedad Hass, el cual por ser un fruto climatérico y
tener la tasa de respiracibn mas alta (Belitz, 2009), su vida en anaquel, lo que
incluye su exportacion y traslado, es mas corta en comparacioén con otros frutos

climatéricos.

Las peliculas y recubrimientos en alimentos juegan un papel importante en
su conservacion, distribucion y comercializacién. Estan orientados a alargar la vida
de anaquel del producto. Con el objetivo de emplear un proceso inocuo se utilizan
macromoléculas capaces de formar pelicula o capa sobre el fruto, compuestas de
proteinas, lipidos y polisacéridos, incluso con adicién de agentes antimicrobianos y

antioxidantes.

El poli(acido gélico) (PGAL) es un polimero sintetizado enzimaticamente a
partir de la polioxidacion del acido galico en medio acuoso a pH controlado, que
presenta actividad antimicrobiana y antioxidante ademéas de otras cualidades.
Cuando es entrecruzado con carboximetilcelulosa (CMC) utilizando &cido citrico
(AC), sigue mostrando capacidad antioxidante asimismo tiene mejores

caracteristicas reoldgicas para ser utilizado como recubrimiento en el aguacate.

Teniendo como obijetivo este trabajo recubrir con PGAL y su entrecruzado,
aguacates variedad Hass de origen mexicano, se estudiaron las caracteristicas
mas notables del fruto y la contaminacion con Listeria monocytogenes, de esta

forma se podra definir si el recubrimiento preserva al fruto.



1. Antecedentes

1.1. El aguacate

El aguacate es un fruto de forma ovoide, globular o eliptica, es de color
verdoso (segun la variedad), el nombre proviene del nahuatl (ahuacatl), palabra
que significa “testiculos del arbol”’, posee una cédscara o0 exocarpio grueso y su
pulpa 0 mesocarpio es cremosa, ambos dependiendo de la variedad (Figura 1). Su
nombre cientifico es Persea americana y proviene de la familia lauraceae.
Originalmente se tenian tres variedades botanicas la mexicana, la guatemalteca y
la antillana; en la actualidad el género Persea contiene alrededor de 85 especies,
la mayoria se encuentran desde el sur de los Estados Unidos de América (Persea
borbonia) hasta Chile (Persea lingue). Ademas, se produce una Persea en las
Islas Canarias (Espafia) y probablemente otras en el sur de Asia (SAGARPA,
2011). Se tiene registro sistematicos de mas de 500 variedades, sin embargo
estas no se producen comercialmente debido a problemas de productividad,
calidad y problemas de manipulacion (Yahia et al., 2011). En 1935 fue patentada
la variedad Hass, hibrido de la variedad mexicana y guatemalteca, por Rudolph
Hass en virtud de la calidad de sus frutos, alto rendimiento de produccion y
maduracion tardia, comparado con otras especies de la época, se adapta a
condiciones subtropicales, temperaturas de 5 a 19 °C y alturas entre los 1800 y
2000 msnm.

Pedunculo

Exocarpio

Embrion : , ;
Mesocarpio Pericarpio

Endocarpio

Figura 1. Partes que constituyen al aguacate. Diagrama elaborado con
informacion de Yahia et al., 2011.



El aguacate posee propiedades nutritivas y su consumo tiene beneficios a
la salud, del 25 al 30% de grasa en peso humedo, de las cuales 60-80 % son
monoinsaturadas. En la dieta ha demostrado efectos favorables sobre las
mediciones de lipoproteinas, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico;
ademas contiene cantidades significativas de tocoferoles (vitamina E), pigmentos

vegetales, esteroles, fibra y &cido félico (Yahia, 2011) (ver Tabla 1).

Tabla 1. Composicion comestible de un aguacate.

Componente en 100 g Cantidad
Agua (g) 74.4
Lipidos (g) 20.6
Proteina (g) 1.8
Fibra (g) 1.4
Hidratos de carbono (Q) 1.2
Azlcares (Q)
Glucosa 0.30
Fructosa 0.10
Sacarosa 0.10
Acidos organicos (g)
Acido malico 0.32
Acido citrico 0.05
Acido oxalico 0.03
Vitaminas (mg)
Acido ascérbico 11.0
Tiamina 0.07
Riboflavina 0.12
Nicotinamida 1.9
Vitamina B6 0.62
Acido félico 0.04
Biotina 0.006
Carotenoides (mg)
a-carotenos 0.29
B-carotenos 0.03
Criptoxantina 0.16
Minerales (mg)
Potasio 480
Fésforo 27.0
Calcio 14.0
Magnesio 23.0
Sodio 2.0
Hierro 0.7
Zinc 0.5

Fuente Yahia, 2011.



La coloracion verde del aguacate se debe a las clorofilas cuya
concentracion es mayor en exocarpio y va disminuyendo hasta el endocarpio, las
clorofilas se descomponen en la senescencia (Ashton et al., 2006) por accién
enzimatica, el color verde tiende a desaparecer, exhibiendo colores caracteristicos

de carotenos o antocianidinas (DeMan, 1999).

El cultivo y exportacion de aguacates frescos es una actividad agricola
mexicana de relevancia mundial desde 1961 (FAO, 2017) (Figura 2), solo el 3.4 %
de aguacates se exportan como producto procesado. La produccion de aguacate
mexicano representa mas del 30% de la cosecha mundial siendo la variedad Hass
la que mas se consume en el mundo. En 2017, se reporté una exportacion de un
millon 997 mil 629 toneladas de aguacate, donde Michoacan concentra el 84.9 %
del volumen de produccion de México, las demas son producidas en los estados
de Jalisco, Estado de México, Nayarit, Morelos y Guerrero. Los principales paises
importadores de aguacate son USA (76.8%), Japon (7%), Canada (6.7%), Espafia
(1.7%), Francia (1.7%) y Paises bajos (1.6%) (Secretaria de Economia, 2018).
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Figura 2. Produccion de aguacate en Meéxico 1961-2017. Elaborada con

informacion de la FAOSTAT y la Secretaria de Economia.



1.2. Técnicas de conservacion del aguacate

El manejo del aguacate es complicado debido a que es un fruto muy
perecedero, con muy alta tasa metabdlica, resultante en una vida postcosecha
corta de dos a cuatro semanas, cuando se almacena en condiciones Optimas
(Yahia y Gonzalez-Aguilar, 1998). Debido a esto, se han buscado alternativas de
alargar su vida de anaquel. Actualmente se comercializan generalmente
aguacates encerados para mejorar la apariencia, reducir la pérdida de humedad y
aplicar fungicidas (Kremer y Duvenhage, 1997). Ademas, se han disefiado nuevos
procesos de almacenamiento para alargar la vida de anaquel, algunos implican la
modificacion de la velocidad de enfriamiento o modificar la humedad.

Existen otros métodos enfocados a la inhibicién o inactivacién de enzimas,
como la inmersion de los frutos en aguas aciduladas, empleo de antioxidantes
como acido ascorbico, dioxido de azufre, butil-hidroxi-anisol (BHA) y butil-hidroxi-
tolueno (BHT), que actian como reductores de las o-quinonas y o-difenoles, estos
altimos actlian como sustratos para la formacién de melaninas. Los inhibidores de
fenolasas como sulfitos, bisulfitos o metabisulfitos, los cuales forman sulfito-
quinonas y evitan la polimerizacion de las o-quinonas. También se ha reportado el
uso de EDTA que es un agente quelatante, secuestra el cobre e impide la
actividad de las fenolasas, las altas presiones hidrostéaticas y el escaldado son
métodos también utilizados para la preservacién de frutos cortados (Cornejo,
2010).

1.3. Recubrimiento de aguacates

Los términos pelicula y recubrimiento se utilizan de manera indistinta, pero
la diferencia est4 en la forma en la que se elaboran y aplican sobre el alimento.
Los recubrimientos son capas delgadas que se aplican directamente mediante
aspersion o inmersion; mientras que las peliculas son capas delgadas
preformadas como laminas sélidas que son colocadas como envolturas. Los
recubrimientos en alimentos se utilizan en productos perecederos, frescos y

minimamente procesados, para influir en la calidad del producto, como cambios de
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color, firmeza, propiedades antioxidantes, control microbiano, una barrera contra
gases, manteniendo por mayor tiempo la integridad de sus propiedades (Jung,
2014). Algunos recubrimientos probados en frutos han sido con base en
polisacéaridos, proteinas y lipidos, ademas se pueden adicionar antimicrobianos y
antioxidantes, ademas; para mejorar la capacidad del recubrimiento se adicionan

plastificantes (Hassan et al., 2012)

Johnston y Banks (1998) utilizaron seis tipos de recubrimientos de
superficie en aguacate Hass, uno de ellos era la CMC que aumentaba el brillo en
la superficie, pero proporcionaba un aumento sustancial al riesgo de fermentacion
en el fruto. Maftoonazad y Ramaswamy (2005) recubri6 aguacates con una
formulacién de metilcelulosa, retrasando la aparicibn de manchas marrones y la

decoloracién del mesocarpio, caracteristicas asociadas a la maduracion.

La capacidad antioxidante de la membrana y mesocarpio es debida a
polifenoles presentes, sin embargo, gran cantidad de ellos estan unidos a la
membrana celular, esto reduce la capacidad antioxidante, ya que la capacidad del
hidroxilo libre en el anillo fendlico es importante para neutralizar los radicales
libres. Tesfay et al. (2011) aplicaron silicato de potasio a aguacates Hass, para
liberar catequina y epicatequina de las células vegetativas, evaluando
caracteristicas del fruto, demostrando que los polifenoles libres mantenian la
firmeza en el fruto mayor tiempo, disminuia la actividad de la polifenol oxidasa a

mayor concentracion de silicato.

En 2017 Tesfay y Magwaza realizaron un estudio en donde se recubrieron
aguacates variedad Hass y Fuerte, con una serie de variaciones de CMC vy
extracto de moringa, este Gltimo es un &rbol tropical de Asia y Africa, cuyo extracto
posee actividad antimicrobiana y antioxidante. Dando como resultado una
disminucion de la tasa de respiracion, teniendo los valores mas altos en firmeza
comparado con otras formulaciones y mejorando la calidad del fruto asi como la

vida de anaquel.



1.4. EIPGAL y su potencial uso en recubrimiento de aguacates

El AG (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) esta presente de forma natural como
glucésido y unido a taninos en plantas, hojas y frutos. Este polifenol posee
actividad antioxidante (Belitz, 2006) y es utilizado en el &mbito alimentario,
farmacéutico y bioldgico, sin embargo, su solubilidad es muy baja (1.1 %) y es
sensible a fotooxidacion y quimicamente inestable. Utilizando LTV (lacasa de
Trametes versicolor), enzima de la familia de las oxidorreductasas, en condiciones
acuosas a pH controlado, se genera la polimerizacion oxidativa del AG dando
como resultado el PGAL, en donde sus unidades de repeticion estan enlazadas
exclusivamente por enlaces fenilo-fenilo (C-C) (Figura 3). El PGAL sigue siendo
antioxidante teniendo como diferencia respecto al AG, ser mas soluble, hasta 500
mg/mL, manteniendo la capacidad antimicrobiana y ademas a diferencia de su
precursor, es termo y fotoestable, por ende es mas procesable. Estudios recientes
han demostrado que protege a las células de los rayos UV (Sanchez et al., 2017).
Por otro lado, estudios de citotoxicidad en lineas celulares han demostrado que es

un material inocuo (L6pez et al., 2013; Diaz et al., 2017).

O.__OH 0. _OH O.. OH O.. OH
LTV, O,
H,O, pH 5
HO oH "2YP HO OH [HO OH| HO OH
OH OH OH N OH

Figura 3. Esquema de sintesis del PGAL. Fuente Lépez et al., 2013.

El PGAL fue insertado covalentemente a la CMC usando AC obteniéndose
un nuevo polimero, el CMC-PGAL (Ver Figura 4), el cual es antioxidante,
antimicrobiano y no citotéxico (Romero-Montero et. al., 2017). Se encontr6 que la
permeabilidad de la pelicula es menor a matrices de polisacaridos como
metilcelulosa, (hidroxipropil)metilcelulosa y amilosa. Pero su capacidad
antioxidante se ve reducida por la adicion del plastificante, glicerol, como reportd
Romero-Montero et al. en 2017. De este trabajo previo se retoma en este estudio



la pelicula formada con 15% de PGAL en masa con base a la CMC y 2% de

glicerol en volumen, debido a que se reporta la mejor capacidad antioxidante.

| R=H, CH2COzH

Figura 4. Posible estructura de entrecruzado del PGAL y CMC con acido citrico,
propuesta por Romero, A., Tecante, A., Garcia, R., Montiel, C., Del Valle, L.,
Puiggali, J., & Gimeno, M. (2017).

1.5. Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

La OMS define las ETAs como el conjunto de sintomas originados por la
ingestibn de agua y/o alimentos que contengan agentes bioldgicos, fisicos o
quimicos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor en forma aguda
0 cronica, a nivel individual o de grupo de personas. Cada afio se registran mas de
582 millones de personas que enferman por ETAs y 350 mil fallecimientos,
ademas, mas de 200 enfermedades conocidas se transmiten a través de
alimentos, a causa de microorganismos, toxinas derivadas de microorganismos y
priones (FAO, 2013; OPS/OMS, 2015).

Las ETAs por microorganismos pueden ser intoxicacion, infeccion o la
combinacion de las dos anteriores, ademas de ser el resultado de la interaccion
entre el agente etiolégico y un hospedero susceptible; dependen del nimero de
microorganismos ingeridos y su disponibilidad. La OMS considera que entre el 70
y 80 % de las enfermedades diarreicas agudas, las producen alimentos y agua
contaminada, las ETAs se encuentran entre las primeras cinco causas de

mortalidad en América Latina y el Caribe. En México hay falta de registros
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etiologicos totales, el Sistema Nacional de Vigilancia epidemiolégica del pais
reportd, en 2011, 5 millones 681 mil casos de ETA (SINAVE, 2014).

1.6. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram-positiva, anaerobia
facultativa, incapaz de formar esporas. Existen 13 serovariedades, y la gran
mayoria de infecciones en humanos se asocian con las serovariedades 4B, 1/2ay
1/2b. Cuenta con uno a cinco flagelos peritricos que le confieren movilidad a 28°C,
la mayoria de las cepas reducen la motilidad a temperaturas mas elevadas. La
temperatura Optima de crecimiento se extiende de 30 a 37 °C; sin embargo su
crecimiento se ha informado de 2 °C a 42 °C. Esta bacteria puede sobrevivir en
amplios intervalos de pH (4.5-10) y salinidad (hasta 10%) y se ha encontrado en
animales, superficies y plantas procesadoras de alimentos (Freitag, 2006).

Esta bacteria es causante de listeriosis: a las 48 h de exposicion es
causante de gastroenteritis, el desarrollo invasivo se genera después de 10 a 70
dias, generando endocarditis, meningitis, septicemia e incluso encefalitis. En
mujeres embarazadas puede ser letal para el neonato, aproximadamente 50 % de
embarazadas infectadas presentan un aborto, el 24 % de los neonatos mueren

después del parto (Hohmann et al., 2008).

Listeria monocytogenes es un patdogeno de transmision alimentaria
intracelular que puede sobrevivir y crecer en una amplia variedad de medios tales
como los animales, el medio ambiente natural, alimentos y entornos de
procesamiento de alimentos. La enfermedad que causa, la listeriosis, tiene una
alta tasa de letalidad (20-30%), especialmente entre los individuos
inmunocomprometidos, ancianos y mujeres embarazadas (Kathariou, 2002). Una
variedad de alimentos ha sido asociada con brotes de listeriosis: lacteos,
productos marinos y carne lista para comer. En Estados Unidos es el cuarto
microorganismo causante de ETA y en los ultimos afios se ha presentado un brote
significativo por productos frescos. En 2014, frutos que no promueven el
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crecimiento de L. monocytogenes, se encontraban contaminados lo que causé 35

muertes en Estados Unidos (Chen et al., 2016).

El aguacate es un producto en el que ha surgido la preocupacion por esta
bacteria aunque no se ha reportado en aguacates frescos contaminados, se ha
encontrado en pulpa de aguacate y en productos de guacamole (FSN, 2011).
Aunque no se ha informado de brotes significativos de Listeria en aguacates
frescos de 2005 a 2015, la FDA recién asigné el muestreo de Listeria
monocitogenes, debido se ha encontrado la bacteria en la cascara del fruto (FDA,
2018). Chen et al. (2016) demostraron que L. monocytogenes se internaliza en el
mesocarpio del fruto por procesos de hidroenfriamiento, donde la bacteria esta

cercana al pedunculo del fruto, debido a que no penetra el exocarpio del aguacate.

1.7.  Vida util

El Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de los E.U.A. (IFST)
define la vida util como “el periodo de tiempo durante el cual el producto
alimenticio es seguro; conserva las caracteristicas sensoriales, quimicas, fisicas y
microbiolégicas deseadas; y cumple con cualquier declaracion de etiqueta de
datos nutricionales”. Entre los factores que pueden afectar la duracién de la vida
atil de un alimento se encuentran el tipo de materia prima, la formulacion del
producto, el proceso aplicado, las condiciones sanitarias del proceso, envasado,
almacenamiento y distribucion y las practicas de los consumidores. La vida util se
puede medir por estudios de durabilidad del producto en tiempo real, estudios
acelerados donde el producto se somete a condiciones adversas y modelados

predictivos (Brown et al., 2003).

El aguacate siendo un alimento con poco procesamiento y perecedero,
cuya vida util puede ser de 2 a 4 semanas en condiciones Optimas o hasta 3 a 7
dias después de su cosecha en condiciones adversas. Se le pueden determinar
una serie de caracteristicas dependiendo el interés del producto, realizandose
pruebas sensoriales, microbiologicas y quimicas. Las condiciones 6ptimas de

almacenamiento para la variedad Hass es a 5-7 °C en temporada temprana y de 4
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a 5.5 °C en temporada tardia con una humedad relativa de 85 al 95 %, a cualquier
temperatura superior a ésta, se considera que el fruto tendra una velocidad de
maduracion mayor. Las principales caracteristicas de madurez a nivel industrial es
la materia seca, que esta altamente correlacionado con el contenido de aceite
(Lee et al., 1983), la pérdida de brillo asociada a la pérdida de humedad, el color y
el recubrimiento marréon de la semilla (Yahia y Woolf, 2011; Cutting, Bower y
Woistenholme, 1988).

2. Justificacion

Debido a la relevancia econdmica que conlleva la exportacion de aguacates
en México, es necesaria la busqueda de nuevas alternativas antimicrobianas y
antioxidantes para alargar la vida de anaquel del aguacate Hass. El PGAL es el
polimero idéneo debido a su capacidad antioxidante, antimicrobiana, ser no

citotoxico y su estabilidad.
3. Hipotesis

El recubrimiento basado en PGAL empleado como recubrimiento de
aguacates alargara la vida util de este fruto en comparacion con el control sin

tratamiento.
4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Determinar la calidad del aguacate variedad Hass recubierto con PGAL y
CMC-PGAL comparandolo con un control durante cuatro semanas y a dos

temperaturas (5 °C y ambiente).
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4.2. Actividades experimentales

e Producir el PGAL, asi como el CMC-PGAL.

e Recubrir con PGAL y CMC-PGAL dos lotes diferentes de aguacates Hass
(Persea americana Mill), ademas de mantener un control sin recubrimiento.

e Inocular con Listeria monocytogenes un grupo de frutos de cada lote, para
evaluar la capacidad antimicrobiana del recubrimiento.

e Medir las propiedades de textura, el color del mesocarpio, las
caracteristicas sensoriales de los frutos, asi como la pérdida de peso del

fruto en lapsos de 7 dias.
5. Metodologia
5.1. Sintesis del PGAL

La sintesis de PGAL se llevd a cabo segun lo descrito por Lopez et al.
(2013), disolviendo 8.5 g de AG en 250 mL de buffer de acetatos (pH=5, 0.25 M) y
agregando 20 mL de NaOH (2 M). Esta mezcla se colocé en un matraz &mbar de
500 mL y se controlaron la temperatura (25 °C) y agitacion (=500 rpm) (RCT basic
safety control IKAMAG®, EUA), mientras se burbujea aire mediante una bomba
Elite 800 (Hagen Inc, Canada). Posteriormente se agregd cantidad suficiente de
LTV (Sigma-Aldrich) para alcanzar 26 U (unidades de actividad enzimética y se
dejo transcurrir la reaccién por 48 h. El producto de reaccion fue precipitado gota a
gota en 2 L de etanol grado técnico (5 °C). Se dejo sedimentar por un dia en frio y
el polimero se separd de la mezcla por filtracién al vacio (filtros de membrana
Durapore® 0.45 um). Finalmente, el producto se secd con una bomba de aceite de
alto vacio (Vaccubrand 4x 10  mbar) por 2 h para dar PGAL como un polvo de
color negro brillante del cual se calculo el rendimiento en peso. La sintesis se
realizé por triplicado. PGAL fue caracterizado por FT-IR (ATR) en un equipo
Perkin-Elmer Spectrum 400 y RMN en un espectrémetro Varian MR-400, en
solucion de H,;O deuterada. La masa molar promedio fue medida por

cromatografia de exclusiéon de tamafios en un cromatografo de liquidos de alta
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resolucion (CLAR) (Agilent 1210 series chromatographer EUA), equipado con una
columna Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm, Waters, EUA) con un termostato (30
°C) y un detector de indice de refraccion. La fase mavil consistié en una solucion
acuosa (Ultrapure -UV-Millipore water) de de LiCl (0.1 M) a un flujo de 0.8 mL/min.
Se utilizaron estandares de polietilenglicol (Lopez et al., 2013).

5.2. Sintesis de CMC-PGAL

El material obtenido (PGAL) se us6 para preparar el entrecruzado CMC-
PGAL usando &cido citrico como agente entrecruzante siguiendo la metodologia
descrita por Romero et al. (2017). Consistié en disolver 1 g de CMC (M,, 250,000
grado de sustitucion 1.2; Sigm-Aldrich, EUA) en 50 mL de agua destilada caliente
(80 °C) con ayuda de agitacion magnética (500 rpm) en un matraz de 100 mL. Una
vez disuelta completamente se agreg6 0.15 g de PGAL, hasta tener una mezcla
homogénea. A la mezcla de reaccién se agregaron 6.5x10° mol (1.25 g) de acido
citrico (Meyer, México) y 30 mg de fosfato monobasico de sodio (Sigma-Aldrich,
EUA) y se dej6 reaccionar por 2 h. Transcurrido el tiempo se agreg6 glicerol
(Sigma-Aldrich, EUA) en proporcién de 2% (base humeda) y se mantuvo en
agitacion y calentamiento por 15 min adicionales para asegurar su incorporacion a
la mezcla. El producto de reaccion se almacend en envases de polietileno durante
3 dias a temperatura ambiente hasta su uso. El producto se comprob6 por FT-IR
(ATR).

5.3. Solucién de CMCy PGAL 0.3 %

La solucion de CMC se preparo de la misma manera que la sintesis de
CMC-PGAL, sin la adicién del PGAL. La solucion de PGAL se consider6 al 0.3 %
p/v para mantener una concentracion similar a la pelicula de CMC-PGAL, pesando
0.3 g en una balanza analitica (OHAUS, Modelo GA200, Alemania), con una
precision de 0.0001 g hasta alcanzar el equilibrio, posteriormente se solubilizé en
20 mL de agua destilada, se agregd a un matraz aforado de 100 mL y se adiciona

agua hasta el aforo.
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5.4. Permeabilidad de vapor de agua en la pelicula CMC-PGAL

La pelicula de CMC-PGAL se vertio dentro de una caja Petri (140 x 15 mm)
y se dejo secar a temperatura ambiente. Lo mismo se realiz6 para obtener una
pelicula de CMC, sin la adicion de PGAL. Obtenidas las peliculas, se recortaron y
se colocaron en las celdas de acrilico (Figura 5) en el interior se coloc6 cloruro de
calcio anhidro y se colocaron en una camara a 50% HR. La celda fue pesada
durante 10 dias en una balanza analitica con precision de 0.0001 g, realizandose
por duplicado el muestreo. Se analizaron los datos como se describe en la norma
ASTM E96-00, agregando una correccion para materiales hidrofilicos (Gennadios
et al., 1994).

Figura 5. Celda de acrilico para pruebas de permeabilidad.
5.5. Angulos de contacto en exocarpio de aguacate

Una fruto se dividié en 4 secciones en forma vertical, se recubrié diferente
seccion con PGAL, CMC, CMC-PGAL, y se mantuvo una sin recubrimiento; estas
secciones se recortaron a una dimension de 2 x 2 cm y se separd el mesocarpio.
Para medir el angulo de contacto se colocd cada seccion de exocarpio en un
portaobjetos adhiriéendose con cinta adhesiva y colocandose en un gonidmetro
Ramehart, Inc. Modelo 100-07-00. Sobre la seccién de exocarpio se coloco 4 uLde
agua destilada a temperatura ambiente, la imagen fue capturada por medio del
software pinacle Studio® con camara de video de 1080 p., los angulos fueron
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medidos en el software ImageJ, se realizaron 3 mediciones y se promediaron los

angulos de la izquierda y derecha.

5.6. Prueba preliminar de inhibicién

Como prueba preliminar, se midié el halo de inhibicion de una pelicula de
CMC-PGAL y del PGAL al 0.3% p/v en una placa con L. monocytogenes
preparada como lo indica la CLSI (2012). Se prepar6 una solucion estandar de L.
monocytogenes a partir de colonias de la bacteria de un medio solido Mueller-
Hinton pH 7.1 con 16 h de incubacion, en solucién salina isotonica estéril (SSIE)
hasta igualar la turbidez al estandar de BaSO,, equivalente a 0.5 McFarland,
medido en un espectrofotdmetro (Genesys 10S Uv-vis Thermoscientific) a 625 nm.
Con la solucion estandar de L. monocytogenes se inocularon placas con medio de
sélido Mueller-Hinton, pH 7.1 y se coloc6 un fragmento de pelicula de CMC-PGAL
previamente esterilizada con luz UV (254 nm, 15 min) y de un papel filtro
previamente esterilizado en autoclave, impregnando con PGAL al 0.3% plv; se
incubaron a 37°C 18 h. El didmetro de inhibiciébn se midié con un calibre de 1 mm,
lo que se registra como halo de inhibicion es el didmetro de inhibicion restando el

didmetro de la muestra.

5.7. Seleccion de frutos y recubrimiento

Se seleccionaron dos lotes de aguacate Hass. El primer lote con 66
aguacates, fue adquirido en un centro de distribucién en la Ciudad de México, el
11 de septiembre de 2017 y fueron transportados a temperatura ambiente sin
exposicion solar durante 1 h de trayecto. En el laboratorio se limpiaron con una
microfibra, se clasificaron conforme a la NMX-FF-016-SCFI-2016 teniendo un peso
de (157.43 £ 12.98) g dando como resultado Clase | y calibre D: mediano.
Posteriormente se emplearon 3 grupos de unidades experimentales cada uno con
22 frutos, un grupo de frutos no recubiertos (Control), un grupo recubierto con
PGAL y otro con CMC-PGAL mediante inmersion.
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El segundo Lote 2 con 88 aguacates, fue adquirido directamente del
municipio de Ario de Rosales, Michoacén, el 15 de enero de 2018, transportados a
temperatura ambiente sin exposicion solar durante 6 h de trayecto, en el
laboratorio se limpiaron, y se clasificaron con un peso de (154.11 + 18.50) g como
Clase Extra y calibre D: mediano. Utilizandose 4 grupos de unidades
experimentales cada uno con 22 frutos, un grupo de frutos no recubiertos
(Control), un grupo recubierto con PGAL, un grupo recubierto con CMC y otro con
CMC-PGAL.

Ambos lotes fueron evaluados a dos distintas condiciones de
almacenamiento, condiciones adversas, a temperatura ambiente y con exposicién
a la luz solar indirecta; y otra en condiciones Optimas, a temperatura de 5 °C en
oscuridad. El recubrimiento de aguacates consisti6 en la inmersion de las
muestras en las soluciones previamente preparadas y posterior secado con aire a

temperatura ambiente.

5.8. Pérdida de peso

Semanalmente todos los frutos fueron pesados a los dias 0, 7, 14, 21 y 28,
en una balanza analitica con una precision 0.001 g, la diferencia de peso se
relaciona con el peso de cada aguacate, para hacer una relacién de pérdida de

peso en porcentaje.
5.9. Analisis de textura interno

La dureza, cohesion y adhesividad del mesocarpio del aguacate se
midieron al dia 0, 7, 14, 21 y 28 con el Analizador de Textura TA-XT2 y el
programa Texture Exponent 32, utilizando un cilindro de prueba de 50 mm, una
prueba de velocidad de 1.00 mm/s, una postprueba de velocidad de 5 mm/s y una
fuerza de disparo de 0.04903 N. Las muestras fueron cortadas 10 min antes de
ser analizadas, los aguacates fueron partidos por la mitad en forma vertical, se
cortaron las extremidades, obteniendo la parte central, esta fue dividida en dos

partes y se ajustaron las medidas a 1,0 cm alto y 1,5 cm ancho y largo
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realizandose 4 o 5 réplicas de cada muestra. Los datos son analizados segun
Bourne (2002), con base en el Analisis de Perfil de Textura (TPA). La dureza se
midié como la fuerza pico lograda durante el primer ciclo de compresion en
Newton (N) y la cohesividad definida como la razén del area positiva de la
segunda compresion entre el area positiva de la primera compresion

(adimensional).
5.10. Analisis de textura externo

La textura del exocarpio del aguacate fue analizada mediante SEM
(Microscopio electronico de barrido, por sus siglas en inglés) a diferentes tiempos.
Las muestras fueron cortadas con dimensiones de 20 mm x 20 mm, fueron fijadas
con glutaraldehido al 3%, disolucién preparada a partir de glutaraldehido 50 %
(Sigma-Aldrich); posteriormente se realizaron 3 lavados con un buffer de fosfatos
pH 7.4, 100 mM. Se colocaron 2 veces, 10 min en una solucion de etanol al 30%,
posteriormente se colocaron en etanol al 50 %, al 70 % y al 100 %, 10 min en
cada solucion, repitiendo 2 veces en la ultima disolucion. Luego de ello se dejé
secar la muestra en condiciones ambientales, se recubrié con oro y se analizé en
el microscopio electronico de barrido (SEM) JEOL JSM-5900-LV (Japon) a bajo
vacio mediante un detector de electrones retrodispersados, en el laboratorio de
Microscopia Electrénica de la Unidad de Servicio de Apoyo a la Investigacién y a
la Industria (USAII).

5.11. Andélisis de color

El color de los aguacates Lote 1, se midié con una escala de solidos de
Pantone® con cédigo UP, se tomé el exterior al mesocarpio y el interior del

mesocarpio, se ajustaron los datos a una escala CMYK.

El color de los aguacates Lote 2, se midié con las muestras destinadas al
analisis de textura, previo a ello se recubrieron con film de PVC. Utilizando un
colorimetro Minolta (Spectrophotometer CM-3600d), con un iluminante D65 y un

observador estandar de 10°, se calibré6 con los estandar blanco y negro, se
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determinaron el valor L (luminosidad o brillo), a* (rojo o verde) y el valor b*

(amarillo o azul) mediante el programa OnColor.

5.12. Contaminacion con Listeria monocytogenes

Cuatro unidades experimentales de cada grupo en condiciones Optimas
(5°C, sin exposicion a la luz) fueron inoculadas con 100 uL de L. monocytogenes
CFQ 103 (2x10® UFC/mL), preparada como se describe en el CLSI (2012) y
analizandose a los 7, 14, 21 y 28 dias posteriores a la inoculacion. Las muestras
para medicion se prepararon como se describe en la ISO 6887-1983 o0 NOM-110-
SSA1-1994 y el conteo de UFC por aguacate se realiza con 10 g del fruto y seis
diluciones decimales, donde 1 mL de cada dilucién fue inoculado en placas en
medio Oxford por duplicado y Oxford modificado (Acumedia, Suplemento Dalynn
Biologicals), incubadas a 37 °C durante 17-20 h.

5.13. Anaélisis sensorial

Los frutos fueron lavados con agua destilada, posteriormente fueron
sumergidos en una solucién de hipoclorito de sodio 27 ppm, posteriormente se
tallaron con una fibra comercial, se enjuagaron y secaron. El andlisis sensorial, se
realizé los dias 0, 7, 14 y 21, con 6 jueces no entrenados, que comprenden un
intervalo de edad de 25 a 42 afios, mediante una metodologia discriminativa, una
prueba escalar de control como lo describe Hernandez (2005). Se pidi0 a los
jueces que evaluaran de los aguacates, la coloracion verde de la pulpa, la dureza
de la pulpa, el color verde de la cascara, el brillo de la cascara y si estaban listos
para ser consumidas las unidades experimentales basdndose en los cuatro

criterios anteriores.
5.14. Determinacion del PGAL en aguas de lavado

Los frutos antes de ser evaluados sensorialmente, se sumergieron en agua
destilada, suficiente para cubrirlo (250 mL), durante 5 min, después de esto las
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aguas de lavado fueron almacenadas. Las aguas de lavado fueron filtradas para
retirar particulas grandes, y se analizaron en un espectrofotometro (Genesys 10S
Uv-vis Thermoscientific) a 385 nm, y la cantidad de PGAL fue determinada

mediante una curva patron de PGAL en agua (Apéndice A).
5.15. Analisis estadistico

Las diferencias de las muestras en pérdida de peso, textura interna, color,
crecimiento microbiano y analisis sensorial se determinaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) y realizando una comparacion de medias mediante la

prueba de Tukey con un nivel de significancia p < 0.05.

Nota: algunos datos del dia 7 del Lote 1, no son presentados debido a que
durante el desarrollo experimental se presentd el sismo del 19 de septiembre de

2017, lo cual afect6 al desarrollo del presente estudio.

20



6. Discusion de resultados
6.1. Sintesis del PGAL

La sintesis de PGAL se realiz6 con éxito, obteniéndose un polvo negro
brillante con un rendimiento 73.30% y una masa molar promedio en nimero (M)
de 5,443 Da. Al ser caracterizado por RMN-'H, en su espectro (Figura 6) se puede
apreciar la ausencia de hidrégenos en la zona aromatica (6.5-8.5) lo que evidencia
la polimerizacion del &cido galico mediante sus enlaces fenilo-fenilo. Para
corroborar esto, en su espectro de FT-IR (ATR) (Figura 7) se observa la presencia
de grupos hidroxilo entre 3000 y 3400 cm™, asi como la banda ancha de carbonilo
a 1566 cm™ evidenciando la conservacién del acido carboxilico en el polimero y

coincidiendo con lo reportado por Lépez et al. (2013).
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Figura 6. Espectro de RMN-'H para PGAL [D,0O, 400 MHz].
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Figura 7. Espectro FT-IR del PGAL.
6.2. Sintesis de CMC-PGAL

El material arroj6 un pH de 3.29. En la Figura 8 se puede observar el
espectro de FT-IR (ATR) del entrecruzado CMC-PGAL y las materias, donde se
observa que las bandas alifaticas se desplazaron a frecuencias mas altas en
comparacion con CMC, las bandas de estiramiento del grupo carbonilo (C=0)
presentes en el AC, entre 1700 y 1725 cm™ se aprecian en el espectro de CMC-
PGAL, coincidiendo con lo reportado por Romero-Montero et al., (2017). En la

Figura 4 la posible estructura molecular de CMC-PGAL.
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Figura 8. Espectro FT-IR del CMC-PGAL y de sus respectivas materias primas
CMC, PGAL y AC.

6.3. Permeabilidad de vapor de agua en CMC-PGAL

La permeabilidad de vapor de agua es la propiedad de un material, y el
producto aritmético de la permeanza y el espesor; a diferencia de la
permeabilidad, la permeanza es la evaluacion del material en un sistema. En la
Tabla 2 se muestra la permeabilidad de la pelicula de CMC-PGAL determinada
por el método de la norma ASTM E96, y una correccion del método para peliculas
hidrofilicas (matrices de polisacéaridos, lipidos o proteinas) descrita por Gennadios
et al. (1994). Asi mismo la permeanza referida en la misma tabla es la evaluacion
de la pelicula en el aguacate, tomando el espesor de la misma en el fruto medida
mediante SEM (Figura 9). En general se obtiene una menor permeabilidad con
diferencia a otros polisacéaridos. Y no se muestra la permeabilidad de la pelicula de
CMC debido a que no es estable a 50 % HR.
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Figura 9. Microscopia SEM del espesor del exocarpio de aguacate recubierto con

CMC-PGAL, la parte inferior es el interior del exocarpio y la parte superior es el

exterior, la sombra superficial es el espesor de la pelicula, se observa menos

nitida debido al corte y la fijacion que levanta el recubrimiento.

Tabla 2. Permeabilidad de la pelicula de CMC-PGAL y permeanza en el aguacate
recubierto de CMC-PGAL por el método ASTM y el corregido.

Pelicula/ Método | Permeabilidad x 10" | Permeanza x 10°
recubrimiento (gPa’stm? (gPatls'm?
CMC-PGAL ASTM 5.03+0.28 3.60+£0.20
Corregida 10.36 £ 0.59 7.42+0.42

6.4. Angulos de contacto en exocarpio de aguacate

El 4ngulo de contacto es una propiedad superficial de los sélidos que

cuantifica su tendencia a la hidrofobicidad. En este caso se midi6é el angulo de

contacto de las superficies del exocarpio de aguacate con los distintos
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recubrimientos. Se encontré que todos presentan un caracter hidrofilico (angulo
menor a 90°) (Tabla 3 y Figura 10), sin embargo las muestras CMC y CMC-PGAL
presentan un caracter mas hidrofilico en comparacion con el Control y el PGAL,
esto es debido a la CMC que tiene un fuerte caracter hidrofilico (Neiras et al.,
2007). Romero-Montero et al. (2017) reporté un angulo de contacto de 16.6 y 44.1
para una pelicula de CMC y CMC-PGAL, respectivamente, la diferencia es de 6.8

y 10.6 que pueden deberse a la superficie rugosa del exocarpio. El recubrimiento

con PGAL es el tnico que mantiene el caracter hidrofilico e igual al control.

F F A

Figura 10. Angulos de contacto de diferentes recubrimientos en mesocarpio de
aguacate. Muestra Control, sin recubrimiento (A); recubrimiento con PGAL (B);
recubrimiento con CMC (C) y recubrimiento con CMC-PGAL (D).

Tabla 3. Angulos de contacto de diferentes recubrimientos en mesocarpio de

aguacate.
Figura Recubrimiento Angulo de contacto
10a Control 83.088 + 3.486
10b PGAL 83.086 = 3.641
10c CMC 23.423 £ 0.662
10d CMC-PGAL 33.511 +4.108
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6.5. Prueba preliminar de inhibicion

Como se muestra en la Figura 11, la pelicula de CMC-PGAL inhibe el
crecimiento de L. monocytogenes, en cambio el PGAL a 0,3% w/v no inhibe a la
bacteria. EI pH de la pelicula de CMC-PGAL es de 3,29 y el de la solucion de
PGAL de 6.8, la acidez de la pelicula entrecruzada se debe a la presencia de AC
en el entrecruzado ademas de los grupos hidroxilos. Esta bacteria es tolerante a
ciertas condiciones como el desecamiento, puede crecer en un intervalo de pH 4,5
a 10 (McMullen y Freitag 2015), pero la pelicula de CMC-PGAL debido a su acidez
inhibid su crecimiento.

Figura 11. Prueba de inhibicidbn de Listeria monocytogenes. Pelicula de CMC-
PGAL; halo de inhibicion de 8.5 mm (izquierda) y PGAL 0.3 % en papel filtro; sin
halo de inhibicion (derecha).

6.6. Pérdida de peso

En el Lote 1 en condiciones 6ptimas (Figura 12) se observd una pérdida
gradual de peso hasta del 4%.Los grupos Control, PGAL y CMC-PGAL no
presentaron diferencias significativas, incluso en el dia 28 cuando se encontraban
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los frutos fuera de especificacion con base a la NMX-FF-016-SCFI-2016, debido a

la aparicion de manchas marrones en el mesocarpio, requisito minimo general.
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5 —a— CMC-PGAL
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Figura 12. Diferencia de pérdida de peso (%) del Lote 1 en condiciones
Optimas(O), con respecto al tiempo.

En el Lote 2 (Figura 13) también se observo una pérdida gradual del peso
con respecto al tiempo, sin embargo las condiciones adversas presentan una
pendiente mas pronunciada y una pérdida de peso hasta del 6% sin presentar
diferencias significativas entre sus grupos. En condiciones optimas se observé una
pérdida de peso hasta de 3.5 % por parte del grupo Control, se presentaron
diferencias significativas entre este grupo, el PGAL y CMC-PGAL, teniendo menor
pérdida de peso el grupo CMC-PGAL.
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Figura 13. Diferencia en pérdida de peso (%) del Lote 2, con respecto al tiempo.

(O) condiciones 6ptimas y (A) condiciones adversas.

Saucedo et al. (2009) utilizé peliculas a base de cera de candelilla y &cido
elagico, donde generd una pérdida equivalente a la del grupo PGAL (O) y grupo
CMC-PGAL (O) del Lote 2. Mientras que Aguilar et al. (2008) con peliculas de
grenetina, almidon y polietileno, presentan pérdida a mayor velocidad. La
diferencia entre la pérdida de peso puede deberse a la polaridad de las peliculas:
a mayor naturaleza hidréfila de los materiales, se presenta mayor permeabilidad
del vapor de agua. Ademas el espesor influye en la transmisién de vapor de agua,
en el caso del PGAL y CMC-PGAL es menor, otras variables como la HR también

afectan la permeabilidad (Gutiérrez et al., 2015).
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6.7. Analisis de textura interno

La dureza esta definida como la “Fuerza necesaria para alcanzar una
deformaciéon dada” (Civil et al., 1973). En las muestras del Lote 1 sometidas en
condiciones adversas (Figura 14) no se presentaron diferencias significativas al
dia 7, sin embargo la muestra Control produjo un error de medicion, que no es

considerado, este error es el crecimiento de raices en el mesocarpio (Figura 15).

20
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Figura 14. Cambio de dureza con respecto al tiempo, Lote 1 en condiciones
adversas (A).
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Figura 15. Corte transversal de la muestra Control al dia 7. Las manchas negras

son raices con crecimiento vertical en el fruto (4pice-pedunculo).

En las muestras del Lote 1 en condiciones 6ptimas, no hay diferencias
significativas en la dureza durante las dos primeras semanas. En el dia 21 se
observa que el recubrimiento CMC-PGAL mantiene la mayor dureza y después el
de PGAL (Figura 16). No se reportan los datos del dia 28 debido a que mostraron
manchas marrones en mesocarpio y que no cumple la designacion y clasificacion
del producto con base en la NMX-FF-016-SCFI-2016, siendo considerado un
producto fuera de especificacion. La pérdida de dureza es dependiente de la
maduracion del fruto debido a la pérdida de integridad de la membrana, la
hidrolisis de la celulosa y la hemicelulosa, asi como de la hidrélisis de la pectina y
el almidon, catalizadas por poligalacturonasa, metil esterasas, pectato liasas,
ramnogalacturonasas y -galactosidasas. Estas modificaciones celulares llevan a
la pérdida de agua, que también es considerado importante en los cambios de
textura (Yaman y Bayoindirli, 2002; Del Valle et al., 2005).
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Figura 16. Cambio de dureza con respecto al tiempo, Lote 1 en condiciones

optimas (O).

Para Lote 2 en condiciones adversas, no se observaron diferencias
significativas, ademés ninguna de las muestras presentd crecimiento de raices al
dia 7, en comparacion del Lote 1. El grupo Control decae en dureza desde el dia
7, diferenciandose del resto de los grupos hasta el dia 28; por otro lado el grupo
PGAL (0O), CMC (O) y CMC-PGAL (0O) mantiene su dureza incluso el dia 14.
Posterior al dia 14 se nota una caida abrupta de dureza hasta el dia 28, donde el
grupo PGAL mantiene la mayor dureza y es significativamente diferente a los
demas (Figura 17).

En otros estudios de recubrimiento se puede observar que la caida de
dureza depende de la temperatura, a 20 °C la caida de dureza es lineal (Jeong et
al., 2003; Maftoonazad y Ramaswamy, 2005). En condiciones 6ptimas esta es de
forma exponencial o sigmoidea posteriores al dia 21 (Tesfay et al., 2017; Tesfay et
al., 2011). Los estudios anteriores presentan un intervalo de dureza de hasta
180 N, y decaen aproximadamente 20 N, en este estudio, el Lote 1 presentd
durezas inferiores mientras que el Lote 2 presenta durezas superiores como
materia prima, por lo que se estima que el Lote 1 tenia mas dias en

almacenamiento o un almacenamiento no éptimo.
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Figura 17. Cambio de dureza con respecto al tiempo, Lote 2 en condiciones

optimas (O) y condiciones adversas (A).

La cohesividad, definida como “el grado en el que un material puede
deformarse antes que se rompa” (Civille et al.,, 1973), esta estrechamente
relacionada con la dureza, asi como a las caracteristicas estructurales. La
diferencia radica en que la cohesividad es una comparacion con la misma

muestra, entre la primera y segunda compresion.

En la Figura 18 se observa el Lote 1 en condiciones adversas hay
diferencias significativas, presentando menor cohesividad la muestra Control y
mayor cohesividad la muestra CMC-PGAL, difiriendo de la dureza. Con respecto a
las condiciones Optimas (Figura 19), los frutos recubiertos son diferentes
significativamente con respecto al Control, a excepcion del CMC-PGAL al dia 21,
coincidiendo con la dureza al mismo dia, con una diferencia en muestras, por otro

lado, el grupo PGAL mantiene una mayor cohesividad que el CMC-PGAL.

32



Por otra parte en el Lote 2 en condiciones adversas (Figura 20) no presenta
diferencias significativas. En condiciones 6ptimas (Figura 21) sélo se presentan
diferencias significativas entre los dias 14 diferenciandose el grupo Control de los
demas grupos, y el PGAL y CMC-PGAL igualando al dia 21. Con diferencia a la
dureza (Figura 17) se puede observar que el grupo Control presenta menor dureza
el dia 7 en cambio a su cohesividad mantiene similitud entre otros grupos y es
debido a que mantiene una estructura de soporte.
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Figura 18. Cambio de cohesividad con respecto al tiempo, Lote 1, en condiciones

adversas (A).
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Figura 19. Cambio de cohesividad con respecto al tiempo, Lote 1, en condiciones

Optimas (O).
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Figura 20. Cambio de cohesividad con respecto al tiempo, Lote 2, en condiciones

adversas (A).
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Figura 21. Cambio de cohesividad con respecto al tiempo, Lote 2, en condiciones
optimas (O).

La pérdida de firmeza durante la comercializacidén afecta negativamente a la
calidad del fruto, por lo que la capacidad de recubrimientos para reducir la
velocidad de ablandamiento es ventajosa para prolongar la vida de anaquel
(Tesfay et. al.,, 2017). Con base en el Lote 2, se puede decir que aumenta de
forma favorable las capacidades de textura durante la primera y hasta la tercer

semana de almacenamiento.
6.8. Anaélisis de textura externo

En la Tabla 4 se muestran las micrografias SEM del exocarpio del Lote 1 al
dia 3y 10, con los diferentes recubrimientos, en la muestra Control (O) al dia 3 se
observa mayor erosién con respecto a las demas en el mismo dia. En el dia 10
solo se observan las muestras en condiciones Optimas, donde la muestra Control

muestra mayor erosion que la muestra PGAL y CMC-PGAL.

35



Tabla 4. Micrografia SEM de exocarpio de aguacate a los dias 3 y 10 del Lote 1.

Aumento de x600, (A) condiciones adversas, (O) condiciones 6ptimas.

Dia 3

Control (O) PGAL (O) CMC-PGAL (O)

Control (A) PGAL (A) CMC-PGAL (A)
Dia 10

Control (O) PGAL (O) CMC-PGAL (0)

En la Figura 22 se observa una micrografia con distintos aumentos del
exocarpio de aguacate Lote 2 al dia 0 sin recubrimiento. En la Tabla 5 se observan
las diferencias del exocarpio de aguacate Lote 2 con los distintos recubrimientos,
donde se puede ver erosion en las peliculas Control, CMC y CMC-PGAL;
observandose una mayor integridad en el grupo PGAL. Esto ultimo puede deberse
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a su capacidad antioxidante mayor a la CMC-PGAL (Romero et al., 2017). Si bien
el exocarpio de aguacate contiene niveles altos de polifenoles con un grado de
polimerizacion superior a 10 unidades, estos tienen una reducida capacidad
antioxidante debido a su union con la membrana celular (Rodriguez et.al, 2011).
Los resultados experimentales indican que aplicando el PGAL se pudo aumentar
la capacidad antioxidante y la estabilidad de la cuticula (capa cerosa de la
superficie del aguacate) (Figura 23) pudiendo evitando asi su oxidacion lipidica.

Los dafios en el exocarpio en condiciones adversas se observan menos
severos que en condiciones éptimas (Tabla 5), a mayor tiempo se observa mayor
en condiciones de temperatura éptimas. Los dafios provocados en la cuticula son
diferentes entre el Lote 1 y el Lote 2, ademas. En el Lote 1 se observa con menor
erosion al dia 10. Sin embargo, debemos tener en cuenta la posible aplicacion de
cera comercial en el Lote 1, lo que pudo haber mantenido la cuticula con mayor
integridad.

20Ky X468 58Bum FQ-USATL

Fo-USATI

Figura 22. Micrografia SEM exocarpio de aguacate del Lote 2 al dia 0. Aumentos:
x40 (A), x150 (B), x300 (C) y x600 (D), respectivamente a cada imagen.

Figura 23. Esquema superficial de la cascara de aguacate. W: capa cerosa,
cuticula; Ep: epidermis; Hy: hipodermis; PP: parénquima. Fuente Schroeder, 1950.
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Tabla 5. Micrografia SEM de exocarpio de aguacate a los dias 7, 10 y 14 del Lote 2. Aumento de x600. (A) condiciones
adversas, (O) condiciones éptimas.

Dia 7

Control (O) PGAL (O) CMC (O) CMC-PGAL Control (A) PGAL (A) CMC (A) CMC-PGAL
O) (A)

Dia 10

oM 509,387 e O e o1 Hbee’ Toum Fo-usar1 o Fo-usars 201 P rolusait o Fom Folusart o o0 Tom ’ 20k s66 Zoum Fo-usar:
Control (O) PGAL (O) CMC (O) CMC-PGAL Control (A) PGAL (A) CMC (A) CMC-PGAL
(O) (A)
Dia 14

Control (O)  PGAL (O) CMC (0) CMC-PGAL
(®)
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6.9. Analisis de color

Para el caso de Lote 1 se us6 la escala de Pantone®, donde se compararon
los parametros C (cian) y Y (amarillo) del exterior del mesocarpio y del interior del
mesocarpio (Tabla 6) sin tener diferencias significativas entre las muestras. La
escala de Pantone® es un instrumento con un error mayor al colorimetro, debido a
la capacidad del observador y a la luz de enfoque. En el Lote 2 (Tabla 7) se
compard la coloracion del exterior e interior del mesocarpio, utilizando un
colorimetro triestimulo sin obtener diferencias significativas entre las muestras

mantenidas en condiciones éptimas.

Maftoonazad y Ramaswamy (2005) recubrieron aguacates Hass a partir de
metilcelulosa, monitoreando el color de los aguacates con un colorimetro
triestimulo durante 10 dias a temperatura ambiente, donde encontraron cambios
significativos en L* y a* en el dia 6 al 10. Algunos otros tratamientos, como el
almacenamiento prolongado en refrigeracion provocan dafios por frio, aumentando
el pardeamiento y la decoloracion del mesocarpio (Scott y Chaplin, 1978). Y en
atmosferas modificadas, la baja cantidad de O, y altos niveles de CO, deprimen la
biosintesis de etileno y desencadena la actividad de los genes que afectan los

cambios de color, aroma y degradacion de paredes celulares (Kader, 1986).

A pesar de que las concentraciones de clorofila son mas altas en el
exocarpio de aguacate, la decoloracién del mesocarpio sirve de referencia como
senescencia o dafio por frio. En este caso se descarta el dafio por frio, debido a
que el analisis de textura muestra cambios descendentes en dureza y cohesividad.
(Ashton et al., 2006; DeMan, 1999).

39



Tabla 6. Cambio de color en el mesocarpio del Lote 1, en funcién del tiempo con

base en los valores C (azul) y Y (amarillo). (A) condiciones adversas, (O)

condiciones 6ptimas.

Exterior del mesocarpio

Interior del mesocarpio
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Notacion: m Control (O); m PGAL (O); m CMC-PGAL (O); = Control (A);m PGAL (A); m CMC-

PGAL (A).
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Tabla 7. Cambio de color en el mesocarpio del Lote 2, en funcién del tiempo con

base en los valores a*, b* y L*. (A) condiciones adversas, (O) condiciones

Optimas.
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(A);m CMC (A); m CMC-PGAL (A).
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6.10. Contaminacion con L. monocytogenes

En cuanto a la inhibicibn de L. monocytogenes no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo recubierto con PGAL y el Control mas que
en la ultima semana, en cambio entre el grupo Control y el grupo CMC-PGAL si
hubo diferencias significativas. Lo que concuerda con las pruebas preliminares de
inhibicion en placa, a excepcion de que la bacteria no es inhibida por completo.
Aunque Johnston y Banks (1998) al utilizar un recubrimiento con CMC reportan un
aumento sustancial al riesgo de fermentacion en el fruto cuando se recubre con
CMC, sin embargo el recubrimiento de CMC-PGAL inhibi6é el crecimiento de la
bacteria.

Se observo la disminucion en la cantidad de L. monocytogenes con el
tiempo en todos los tratamientos (Figura 24, Tabla 8). Chen y colaboradores en
2016 identificaron que el hidroenfriamiento a 4 °C promueve la internalizacién de
L. monocytogenes y el crecimiento en el mesocarpio del fruto, ademas lturriaga y
colaboradores en 2002 encontraron que puede crecer en el mesocarpio de
aguacate en condiciones de refrigeraciéon, con un aumento aproximado de una

unidad logaritmica de 10 a 15 dias, entre 4y 7 °C.

Tabla 8. Contaminacion de aguacates Lote 1, con L. monocytogenes en funcion

del tiempo de almacenamiento. **VE”: Valor estimado.

UFC/g
Muestras Dia 0 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Control 1 - 2x10’ > 1x107 * > 1x107* 8x10° *
PGAL 1 - 2x10’ > 1x107* > 1x107* 1x10° *
CMC-PGAL 1 - 2x10’ < 1x10%* < 1x10%* 6x10° *
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Figura 24. Contaminacion de aguacates Lote 1, con L. monocytogenes en funcién

del tiempo de almacenamiento.

Tabla 9. Caracteristicas de colonias aisladas del medio Oxford modificado.
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Con respecto al Lote 2 (Figura 25; Tabla 10), la contaminacion con L.
monocitogenes presentd una tendencia diferente; al dia O se mostraron cantidades
despreciables de colonias, posteriormente hubo una tendencia de crecimiento del
grupo Control, PGAL y CMC, estos ultimos durante la ultima semana. La diferencia
entre el grupo PGAL y CMC puede deberse a la acidez del medio, el AC tiene la
propiedad de ser quelante y acidificar el medio (CCS, 2004) lo que puede reducir
la actividad microbiana por efecto bacteriostético.

La diferencia entre el Lote 1 y el Lote 2, donde el primero disminuye la
concentracion de L. monocytogenes y el segundo tiende a aumentar, se puede

deber al efecto de alguna cera en el primero como tratamiento comercial.

8,0 -

7.5 1 —n—Control
7.0 4 —e—PGAL
6{5 _— CMC
T —w— CMC-PGAL
6,0

5,5
5,0
4,5

Log(UFC/g)
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3,5

3.0 r'/

1,5

Tiempo (d)

Figura 25. Contaminacion de aguacates Lote 2, con L. monocytogenes en funcion

del tiempo de almacenamiento.
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Tabla 10. Contaminacion de aguacates Lote 2, con L. monocytogenes en funcion

del tiempo de almacenamiento. **VE”: Valor estimado.

Muestras UFClg
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Control 1 - 2x10’ <100 * 7x10°* 2x10° * 5x10° *
PGAL 1 - 2x10’ <100 * <100 * <100 * 1x10% *
CMC 1 - 2x10’ <100 * <100 * <100 * 8x10” *
CMC-PGAL | 1 -2x10’ <100 * <100 * <100 * <100 *

6.11. Anaélisis sensorial

La evaluacion sensorial del Lote 1 fue efectuada con aguacates
almacenados en condiciones Optimas. Desde el dia 0 (Figura 26) de la evaluacion,
el dia 14 (Figura 27) y el dia 21 (Figura 28). Se observé que el brillo de la cascara
del grupo recubierto con CMC-PGAL es mayor, presentando diferencias frente al
Control, esto es debido a la CMC (Johnston y Banks, 1998). La coloracién de la
pulpa (mesocarpio) no se apreciaron diferencias significativas entre las muestres
ni entre el tiempo, lo que concuerda con las escalas UP evaluadas en la seccion
6.9. La pulpa de los frutos recubiertos con CMC-PGAL fue siempre mas dura que
el Control, lo que concuerda con las caracteristicas de textura evaluadas por el
analizador de Textura solo el dia 21 (Figura 16). El color de la céscara fue
evaluado como mas verde en el grupo Control, esto puede deberse al
caracteristico color negro que posee el PGAL. Las caracteristica “Listo para
comer” presentd diferencias significativas en el dia 21, donde las muestras de
PGAL y Control, se consideraban “Listas para comer”, mientras que el grupo
CMC-PGAL aun no estaba considerado listo para comer. Sin embargo, 7 dias
después los frutos presentaban crecimiento de raices, y no se encontraban en
condiciones deseables para ser consumidos. Lo que implica que el recubrimiento
de CMC-PGAL aport6 caracteristicas visuales mas atractivas, pero debido a su
dureza este presenté una diferencia sustancial y la calificacion minima en “listo

para comer”.
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Coloracion

verde del
mesocarpio
g —+—Control
7 ——-PGAL
6 —+—CMC-PGAL
5
Listo para ~ Dureza del
comer ™ mesocarpio
X
Brillo del Verde del
exocarpio® exocarpio”®

Figura 26. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 1, al dia O.

*Diferencias significativas entre las muestras.

Coloracién

verde del

mesocarpio
8 1 —+—Control
7 —=—PGAL

6 —+—CMC-PGAL

Dureza del
~ mesocarpio™

Listo para
comer

Brillo del Verde del
exocarpio™* exocarpio®

Figura 27. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 1, al dia 14.

*Diferencias significativas entre las muestras. ** Diferencias significativas entre
CMC-PGAL a las muestras Control y PGAL. **CMC-PGAL y Control son

significativamente diferentes.
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Coloracion
verde del
mesocarpio

9 =—+—Control

8 —=—-PGAL
7 —4—CMC-PGAL

Dureza del
A mesocarpio”

Listo para
comer”

Brillo del Verde del

exocarpio® exocarpio
Figura 28. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 1, al dia 21.
**Diferencias significativas entre CMC-PGAL a las muestras Control y PGAL.

En el Lote 2 se evaluaron ambas condiciones, en donde se encontrd
significativamente diferente el brillo de la cdscara en casi todas las evaluaciones
los aguacates recubiertos con CMC o CMC-PGAL presentaban un mayor brillo en
su cascara diferenciandose del grupo Control y PGAL. Solo en el dia 7 en
condiciones O6ptimas el grupo recubierto con CMC (Figura 32) presentd una
diferencia significativa con respecto a los demés obteniendo la calificacion mas
alta en el brillo de la cascara. Lo que confirma que el CMC y el glicerol
(plastificante) le proporcionan un brillo significativo al exocarpio de aguacate y

haciéndolo visualmente mas atractivo (Johnston y Banks, 1998).

Solo se presentd una diferencia significativa en el color de la pulpa
(mesocarpio) en el dia 0 (Figura 31), esto se debe a diferencias significativas entre
los jueces, en los deméas dias y condiciones no se mostraron diferencias

significativas en el color, lo que presenta similitud con la seccion 6.9.

Entre las condiciones oOptimas (Figura 32) y adversas (Figura 33) al dia 7,

ademas del brillo en cascara, se observo diferencia significativa en la dureza de la
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pulpa a condiciones adversas obteniéndose una mayor dureza por parte del grupo
CMC-PGAL y menor dureza del grupo CMC. Sin embargo, estas diferencias no
son evidentes en dureza (Figura 17) ni en cohesividad (Figura 21). En el dia 14 en
condiciones Optimas (Figura 34), también se presentaron diferencias significativas
en dureza obteniendo la mayor calificacion para el grupo CMC y la menor para el
PGAL, sin embargo no hay concordancia con la dureza analizada en la seccion
6.7. (Figura 17 y 21).

En las 2 ultimas semanas de muestreo del Lote 2 en condiciones Optimas
(Figuras 35 y 36), se presentd una diferencia significativa en el verdor de la
cascara, obteniéndose una mayor evaluacién para los grupos Control y CMC con
respecto a los grupos PGAL y CMC-PGAL que se evaluaron con una coloracion
menos verde, lo que se puede deber al caracteristico color del PGAL, debido a
que este Ultimo presenta una mayor conservacion a nivel morfolégico (Tabla 5).
Por otro lado, no se presentaron diferencias en “Listo para comer” con respecto a
la evaluacion por dias y se observa que la calificacion va aumentando con el

avance de los dias conforme a su maduracion.

Coloracion
verde del
mesocarpio” —4—Control

® 7 —=-PGAL
cMc
——CMC-PGAL

8
7 4
6

Dureza del
mesocarpio

Listo para
comer

Brillo del Verde del
exocarpio™ exocarpio

Figura 29. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 2, al dia O.
*Diferencias significativas entre Control a las muestras PGAL y CMC. **Diferencias
significativas de CMC y CMC-PGAL a las muestras Control y PGAL.
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Coloracion

verde del
measoicarplo Control
7 =—-PGAL
P CMC
—=CMC-PGAL
Listo para Dureza del
comer  mesocarpio
Brillo del Verde del
exocarpio™ exocarpio

Figura 30. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 2, al dia 7 en

condiciones 6ptimas. *Diferencias significativas entre CMC y las demas muestras.

Coloracion
verde del
mesocarpio
9 =+ Control
—a—-PGAL
cMC
——CMC-PGAL
Listo para Dureza del
comer ~ mesocarpio”
Brillo del Verde del
exocarpio™ exocarpio

Figura 31. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 2, al dia 7 en
condiciones adversas. *Diferencias significativas entre CMC y CMC-PGAL.

**Diferencias significativas de CMC y CMC-PGAL a las muestras Control y PGAL.
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Coloracion

verde del
mesocarpio

8 —+—Control

7 —=—PGAL

5 cmMC

——CMC-PGAL
Listo para Dureza del
comer ~ mesocarpio”®
Brillo del Verde del

exocarpio™ exocarpio

Figura 32. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 2, al dia 14 en
condiciones 6ptimas. *Diferencias significativas entre CMC y PGAL. **Diferencias
significativas de CMC y CMC-PGAL a las muestras Control y PGAL.

Coloracion
verde del
mesocarpio —+—Control
3 -
——-PGAL
7
. CMC
o ——CMC-PGAL

Dureza del
" mesocarpio

Listopara
comer

Brillo del Verde del
exocarpio™ exocarpio®

Figura 33. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 2, al dia 21 en
condiciones 6ptimas. *Diferencias significativas de Control y CMC a las muestras
PGAL y CMC-PGAL. **Diferencias significativas de CMC y CMC-PGAL a las
muestras Control y PGAL.
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Coloracion
verde del
mesocarpio —+—Control

8

——-PGAL
CMC
——CMC-PGAL

Dureza del
mesocarpio

Listo para
comer

Brillo del Verde del

exocarpio™ exocarpio™
Figura 34. Cambios sensoriales entre las muestras del Lote 2, al dia 28 en
condiciones o6ptimas. *Sin diferencias significativas entre PGAL y CMC-PGAL.

**Diferencias significativas de CMC y CMC-PGAL a las muestras Control y PGAL.

Lewis et al. (1979) examinaron aguacates Hass por color, textura, sabor y
aceptabilidad general, aunque no se utilizaron descriptores. Se descubrié que el
sabor es el atributo mas importante que afecta la aceptabilidad, y las
clasificaciones de aceptabilidad aumentan a medida que el fruto madura. Con
base en lo anterior se evalud “Listo para comer”, siendo la calificacion a la suma
de atributos evaluados (color en pulpa, dureza de la pulpa, color verde y brillo en
cascara) relacionados con la madurez y se observa un decremento con el tiempo

en todos los grupos experimentales.
6.12. Determinacion del PGAL en aguas de lavado

Solo se analizaron las aguas de lavado del Lote 2, en la Figura 35 se
observa que en todos los tratamientos la cantidad de PGAL en el agua de lavado
disminuye con respecto al dia O; en el caso del grupo CMC-PGAL (O) y PGAL (A)

disminuye con el tiempo, esto podria significar que el PGAL se adhiere al fruto al
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pasar el tiempo y que en el caso del grupo CMC-PGAL podria haber una

interaccion con el exocarpio del fruto que disminuye la cantidad al pasar el tiempo.

26
o —=—PGAL (0)
24 —s— CMC-PGAL (0)
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Figura 35. Cantidad de PGAL por aguacate (Lote 2) en aguas de lavado durante

los diferentes tiempos y tratamientos.
7. Conclusiones

Se obtuvo exitosamente el poli(acido gélico) y su entrecruzado con

carboximetilcelulosa.

La pérdida de peso en los frutos de aguacate es menor con recubrimientos
de PGAL y CMC-PGAL, estos recubrimientos proporcionan caracteristicas de
textura en mesocarpio mas consistentes en cada evaluacion y especificamente el
PGAL mantiene la estructura del exocarpio. El PGAL en general proporciona una
tonalidad mas oscura a los frutos, y el entrecruzado con CMC proporciona un brillo
significativo al exocarpio de aguacate. La concentracion de PGAL en los
recubrimientos no presentd actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes,

sin embargo la pelicula CMC-PGAL inhibio a la bacteria.
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8. Trabajo futuro

Variar la concentracion de PGAL en los recubrimientos, evaluar la
permeabilidad a gases de los distintos recubrimientos. Asi mismo detallar las

variables presentes con pretratamientos en los fruto.
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Apéndice A

Curva patron de PGAL en agua

Tabla A.1. Absorbancia en funcién de la concentraciéon de PGAL

Concentracion PGAL (mg mL™) | Absorbancia
0,2 1,429
0,1 0,727
0,05 0,366
0,025 0,184
0,0125 0,094
1,6
1,4 o
1,2
g 1
?—E 0,8
2 4
2 06 ‘ y=7,1215x +0,0081
) R*=0,9999
0,4 P
0,2 o
o
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentracién mgmlL?

Figura A.1. Curva patron de PGAL en agua.
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