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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del aceite esencial de tomillo, alginato
de sodio nanoparticulado e infiltrado por ultrasonido sobre la inhibicion del
oscurecimiento enzimatico de puré de aguacate Hass estabilizado por 7 diasa 2 °C al

vacio, estableciendo el tratamiento mas efectivo.

El puré pre-tratado fue muestreado en los dias 1, 3 y 7 determinandose los cambios
en indicadores de inactivacion enzimatica: color, actividad de agua, firmeza, analisis
de perfil de textura, pH, concentracién de fenoles y la actividad enzimatica peroxidasa
y polifenoloxidasa. Se analizaron 13 lotes: ultrasonido, alginato de sodio, aceite
esencial de tomillo, ultrasonido-alginato, aceite de tomillo-alginato, aceite de tomillo-
alginato-ultrasonido, aceite de tomillo-ultrasonido, nanoparticulas a base de alginato;
nanoparticulas de alginato funcionalizadas con aceite esencial de tomillo, ultrasonido-
nanoparticulas a base de alginato, ultrasonido-nanoparticulas de tomillo,
nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido y el control. Los resultados obtenidos
demostraron que las muestras tratadas con nanoparticulas de aceite esencial de
tomillo-ultrasonido-alginato de sodio, inhibieron el oscurecimiento enziméatico de la
enzima polifenoloxidasa de 3,000 U/mL a 2,000 U/mL y peroxidasa de 1,000 U/mL a
900 U/mL. En cuanto a los fenoles totales, cuatro lotes mantuvieron 1ImgEAG/g de
concentracion de fenoles en el aguacate: nanoparticulas de alginato de sodio, alginato
de sodio, nanoparticulas de alginato-ultrasénico y nanoparticulas de tomillo-alginato-
ultrasonido. Los resultados indicaron que la aplicacion de nanoparticulas de aceite
esencial de tomillo y ultrasonido, no disminuye significativamente (<0,05) la pérdida de
firmeza evitando grandes modificaciones del pH, manteniendo asi la calidad del

aguacate. La actividad de agua no presenté ningun cambio significativo.



INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana var “Hass”) es una fruta tropical de alto valor comercial.
La demanda del consumo a nivel mundial ha aumentado para el aguacate y los
productos derivados de éste, ya que se reconoce como una buena fuente de acidos

grasos no saturados, fibra, vitaminas B y E, y otros nutrientes (Zhou et al., 2016).

En los dltimos afios, el incremento de los consumidores por alimentos con alta calidad
y productos minimamente procesados que no soOlo sean convenientes, sino que
también tengan un aspecto fresco, una textura no muy diferente a la del producto y
libre de aditivos artificiales hace de los métodos de conservacion una herramienta Gtil
en la comercializacion del aguacate (Woolf et al., 2013). La manera mas utilizada de
conservacion del aguacate es la refrigeracion o congelacion; sin embargo, el fruto es
susceptible al oscurecimiento enzimatico y estos métodos no inhiben la actividad
enzimatica, ademas el producto presenta pérdida en sus propiedades como en la
textura (Olaeta, 2003).

Las reacciones enziméticas son relevantes en los alimentos porque producen
compuestos altamente deseables pero también, algunos compuestos indeseables
pueden derivar de ellos (Vanini et al., 2010). Cuando el aguacate se transforma en
pasta o puré, el tejido presenta una rotura parcial y libera contenido celular, incluidas
la polifenol oxidasa (PFO), peroxidasa (POD) y sus sustratos (compuestos fendlicos)
causando la formacion de pigmentos marrones. Tales reacciones ocurren en los
alimentos durante las etapas de maduracién, procesamiento y almacenamiento. Por lo
tanto, la calidad del puré se deteriora y con ello la inactivacién de la enzima se vuelve

esencial para mantener la calidad (Veldzquez y Hernandez, 2010).



Las variaciones en la calidad del aguacate al ser procesadas pueden evitarse mediante
tratamientos previos, puesto que es necesario que la industria alimentaria asegure un
estado fresco al consumidor. Existen tecnologias emergentes; como el ultrasonido y la
nanotecnologia, que surgieron como una alternativa de conservacion y procesamiento
de alimentos, las cuales no modifican al alimento, manteniendo la composicion

nutrimental, asi como las propiedades fisicas y fisicoquimicas de este.

La nanotecnologia, se ha convertido en una de las tecnologias mas prometedoras para
revolucionar la ciencia de los alimentos convencionales y la industria alimentaria. El
procesamiento y envasado activo con sistemas nanoestructurados ha demostrado la
importancia de ésta en los sistemas alimentarios. Dependiendo del método de
preparacion las nanoparticulas tienen diferentes propiedades fisicas, se les pueden
incorporar diferentes extractos de plantas, lipidos, aceites esenciales, vitaminas,

probiéticos, enzimas (Aguilar-Méndez et al., 2008).

Los aceites esenciales, como el de tomillo, son extraidos de diferentes partes de
plantas, y se usan como aditivos naturales en alimentos para reducir la proliferacion
de microorganismos y la produccién de toxinas debido a su actividad antifungica,
antiviral, antibacteriana y antioxidante. Una manera de preservar las propiedades de
éstos compuestos volatiles es la encapsulacion (Bill et al., 2014). Este proceso
mantiene las cualidades de los aceites esenciales. Las nanoparticulas permiten una
mayor penetracion en las superficies y pueden ser biocompatibles con tejidos y células
cuando se sintetizan con materiales que son biodegradables (Mora-Huertas et al.,
2010).

A su vez, el ultrasonido también se considera como una tecnologia emergente aplicada
en la industria de alimentos que reduce la pérdida de calidad causada por tratamientos
térmicos en el procesamiento y conservacion de los alimentos, y es debido a la
cavitacion que genera efectos positivos en los cambios fisicos, quimicos y bioquimicos
del alimento. Se ha demostrado que el ultrasonido aplicado al puré de aguacate

inactiva enzimas, especialmente la polifenoloxidasa (Bi et al., 2015).



No obstante, el método de conservacion mas utilizado para el puré de aguacate es la
refrigeracion. Sin embargo, como se menciondé anteriormente, es susceptible al
oscurecimiento enzimatico y no inhibe la actividad enzimatica en el puré de aguacate.
Por ello, las tecnologias emergentes junto con la refrigeracién son una manera de
maximizar la eficacia en la inhibicion de la actividad enzimatica, manteniendo la calidad

y propiedades del alimento.

La actividad enzimatica en el aguacate se evalila con base en pruebas
espectrofotométricas de polifenoloxidasa, peroxidasa y fenoles totales; estos
dependen de la cantidad presente en el fruto. Dichos atributos estan directamente
relacionados con el indice de oscurecimiento y propiedades fisicoquimicas del puré de
aguacate, tales como pH vy la actividad de agua, los cuales son indicativos de la vida
atil. Por lo tanto, en este trabajo se evalud el efecto de nanoparticulas de aceite
esencial de tomillo, el tratamiento ultrasénico, alginato de sodio nanoparticulado e
infiltrado sobre la inhibicion del oscurecimiento enzimatico de puré de aguacate Hass

estabilizado por 7 dias a 2°C al vacio, estableciendo el tratamiento méas efectivo.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. Caracteristicas del aguacate
1.1.1. Definicién

El aguacate es nativo de América, su nombre se deriva del nahuatl “ahuacacuahuitl”
que significa arbol de los testiculos donde “ahuacatl” significa testiculo y “cuahuitl”
arbol. Su nombre cientifico es Persea americana y pertenece a la familia vegetal de
las Lauraceas, la cual cuenta con mas de 50 géneros, entre los que destaca Persea.
Las especies de valor comercial del género Persea se encuentran en tres grandes
razas que son la Mexicana, la Guatemalteca y la Antillana. Se diferencian en la altura
de planta, en la forma y tamafio del fruto, color de follaje y adaptacion a diferentes

condiciones climaticas y de suelo (Moreno et al., 2010).

En la época colonial los espafioles introdujeron el aguacate a otros paises americanos
y a Europa. A finales del siglo XIX y principios del XX el consumo de aguacate estuvo
basado en la produccion de plantas de las razas mexicanas y antillana. Posteriormente
con la adopcion de técnicas de propagacion como el injerto y con el descubrimiento
del aguacate “Fuerte” comenzé el establecimiento de las primeras huertas. En las
décadas de los 50, 60 y 70’s comienza el cultivo de las variedades Hass, Fuerte,
Bacon, Pinkerton, Zutano y criollos raza mexicana que se presentan en la Figura 1
(Olvera, 2013).

Se han realizado varios estudios sobre la morfologia y anatomia del desarrollo de la
fruta de aguacate, que puede durar de seis a mas de 12 meses dependiendo del

cultivar y las condiciones de cultivo (Schaffer et al., 2013).



Figura 1. Variedades de aguacate (a) Aguacate Hass (b) Aguacate Fuerte (c) Aguacate
Pinkerton y (d) Aguacate Bacon (Olvera, 2013).

La revision sobre el desarrollo y maduracion de la fruta de aguacate se centra
principalmente en la fisiologia de maduracién, y que se ocupa principalmente de los
aspectos bioquimicos del crecimiento de la fruta. La curva de crecimiento del fruto es
sigmoidal cuando se mide por aumento de masa o volumen, aunque el crecimiento
puede ralentizarse en invierno y reanudarse en primavera en climas frios. En cuanto a
la fruta carnosa, la mayoria de la division celular ocurre al principio de la vida del fruto,
y el agrandamiento celular sigue, siempre y cuando el fruto se mantenga en el arbol
(Schaffer et al., 2013). El aguacate maduro es una fruta extravagante en el mundo
actual. Es grande, con una pulpa aceitosa, energéticamente rico y altamente nutritiva,
que envuelve una semilla aparentemente innecesariamente grande, incomible,
amarga y ligeramente venenosa, llena de reservas de almacenamiento y lista para

germinar (Schaffer et al., 2013).

1.1.2. Estructura del aguacate

El aguacate (Persea americana), es una baya con mesocarpio y endocarpio carnosos
gue contiene una sola semilla representando del 15 al 16% del peso del fruto (Garcia
et al., 2000). En el aguacate el pericarpio esta formado de tres capas: el exocarpo que
comprende la cascara, el mesocarpio pulposo que es la porcion comestible de la fruta,
y una capa interna delgada junto a la cubierta de la semilla que corresponde al
endocarpio junto a la cubierta seminal (Barrientos et al., 2013), en la Figura 2 se

pueden observar las partes mencionadas.



El exocarpio esta formado de tejidos epidérmicos y es la capa que es removida cuando
el fruto se pela, puede ser rugoso e irregular o completamente liso. Dicha irregularidad
en los frutos es influida fuertemente por el ambiente: bajo condiciones de clima mas
fresco se pierde a cierto nivel esta rugosidad y en climas mas calidos es mas rugoso
el exocarpio. El grosor del exocarpio en las tres razas de aguacate es de la siguiente

manera: raza Guatemalteca >raza Antillana>raza Mexicana (Barrientos et al., 2013).

La pulpa de todos los cultivares de aguacate exhibe una estructura celular de
considerable uniformidad. El endocarpio del aguacate consiste en una capa fragil que
es dificil de identificar en el fruto maduro, ya que este tejido esta fuertemente asociado

con la envoltura de la semilla (Barrientos et al., 2013).

/
/

Exocarpo\/
_—

Mesocarpo_L

Semilla

Pericarpio

Endocarpo

Figura 2. Partes del fruto de aguacate (Cummings y Schroeder, 2013).

En la antigiiedad el aguacate se consumia fresco, ya que se suponia que era un
alimento rico en energia. Es l6gico que los primeros nativos americanos se hubieran
sentido atraidos por este fruto debido a la composicion que presenta, diferente a
cualquier otra fruta, ya que contiene aceites, asi como dos o tres veces mas proteina.
Es imposible saber en qué momento los aguacates pasaron de ser una fruta comida
fresca a también un ingrediente en salsas, como puré y untado en tortillas de maiz. Se

cree que ambos usos son de origen precolombino. Los primeros relatos espafoles



incluyen referencias a su disfrute tanto endulzada con azticar como un platillo dulce

asi como salado con sal y/o pimienta (Schaffer et al., 2013).

1.1.3. Composicién quimica del aguacate

El aguacate es una fruta tropical de gran importancia econémica, rica en vitaminas A
y B, minerales y antioxidantes. También es una fuente de compuestos beneficiosos
como carotenoides, fitoesteroles y tocoferoles. La fraccion lipidica de la fruta de
aguacate comprende aproximadamente 71% acidos grasos mono-insaturados y 16%
acidos grasos saturados, este porcentaje depende de la variedad y estado de madurez
(Cowan y Wolstenholve, 2016). Esta proporcion ayuda a que los perfiles sanguineos
sean saludables en los consumidores, y aumenta la biodisponibilidad de las vitaminas
solubles en grasa presentes en el propio aguacate. De acuerdo con Schaffer et al
(2013) en la Tabla 1 se observa la composiciébn quimica aproximada del puré de

aguacate.

Los &cidos grasos insaturados no promueven la formacion de colesterol y pueden ser
una forma de la movilidad de las vitaminas liposolubles, ya que al contener compuestos
lipofilicos bioactivos tienen actividad antioxidante y antiradicalaria (Villa et al., 2010).
Otras cualidades que tiene el aguacate es que contiene altos valores de proteina para
un fruto fresco, asi como niveles altos en potasio por encima de otros frutos como el
platano y altos niveles de antioxidantes, como se menciono anteriormente (Schaffer et
al., 2013). Estudios de investigacion sugieren que el consumo de aguacate reduce los
riesgos de enfermedades cardiovasculares y ayuda en el control de peso y el

envejecimiento saludable (Vargas et al., 2017).

El procesamiento post-cosecha del aguacate es complejo en comparacioén con otras
frutas e implica un manejo adecuado de las frutas en la etapa correcta de madurez,
embalaje especifico, atmosferas y temperaturas de almacenamiento, distancia y
tiempo de transporte, y manejo de plagas entre otros factores (Vargas et al., 2017).



Tabla 1. Composicion quimica del aguacate variedad Hass (Schaffer et al., 2013).

Composicion detallada de 100g de porcién comestible
Energia (kcal) 171
Agua (g) 73.6
Lipidos (g) 17
Carbohidratos totales (@) 6
Proteina (g) 2.2
Fibra (g) 15
Minerales (mg)
Potasio 604
Fosforo 42
Calcio 10
Sodio 4
Hierro 0.6
Vitaminas (mg)
Vitamina A 290
Acido ascorbico 14
Niacina 1.6
Vitamina E 1.3
Vitamina B6 0.53
Acido folico 0.3
Riboflavina 0.2
Tiamina 0.1

El manejo inapropiado de la post-cosecha conduce a dafios fisicos y/o trastornos
fisioldégicos que degradan la calidad nutricional y comercial de los frutos (Vargas et al.,
2017). Por ello, el manejo y conocimiento de la tasa de respiracion del aguacate para

poder procesarlo es de suma importancia.

1.1.4. Tasa de respiracioén y periodo climatérico

Una vez considerado como un fenOmeno senescente, la maduracion de la fruta se
considera ahora como un proceso coordinado y genéticamente determinado de
diferenciacion de los tejidos. La maduracién de la fruta es un proceso fisiolégico crucial
para las plantas, ya que representa la etapa terminal de desarrollo en la que se liberan
las semillas maduras (Braverman, 2008). Por lo tanto, es el mecanismo responsable

de las modificaciones en la bioquimica, fisiologia y estructura del 6rgano de
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maduracion que se alteran en el desarrollo para influir en la apariencia, textura, sabor
y aroma, que tienen el objetivo evolutivo de hacer que la fruta sea atractiva y
apetecible, para atraer a una variedad de organismos dispersantes de semillas. Para
cumplir con este papel reproductivo, las frutas maduras experimentan muchas
modificaciones fisiologicas y bioquimicas que incluyen la conversion de almidén en
azucares, alteraciones en la biosintesis y acumulacion de pigmentos, biosintesis de
sabor y aromas volatiles y cambios en la estructura de la pared celular, metabolismo

que se cree que resulta en la pérdida de firmeza de la pulpa (Goulao y Oliveira, 2008).

Desde el punto de vista horticola y comercial, la maduracién confiere atributos
positivos y negativos a la fruta. La maduracion afecta a diversas caracteristicas
nutricionales y de calidad, como el contenido y la composicién de las fibras, el
metabolismo de los lipidos y el nivel de varias vitaminas y antioxidantes. La
maduracién también confiere un sabor y un color deseables, pero los cambios en la
firmeza de la fruta aumentan su susceptibilidad al ataque de patdégenos y, en las
Ultimas etapas de maduracion o después de largos periodos de almacenamiento,
confiere una textura indeseable a la percepcion del consumidor (Cheftel y Chetftel,
2016). Estos aspectos son los principales contribuyentes a la pérdida de fruta en el
periodo post-cosecha y tienen una importancia comercial y econémica significativa. De
hecho, el ablandamiento excesivo de las frutas es el principal factor responsable de
las limitaciones de la vida util, el transporte y el almacenamiento, de una mayor
incidencia de dafios fisicos durante la manipulacion y de una mayor susceptibilidad a
plagas y enfermedades (Olivares, 2015). La firmeza y textura de la fruta también
afectan la integridad de las frutas procesadas. Desde el punto de vista del consumidor,
la textura es el principal atributo de calidad para la aceptacion en el mercado. En la
mayoria de los frutos, la calidad textural es generalmente mas importante que las
propiedades aromaticas y aunque los consumidores en diferentes paises pueden tener
preferencia diferente por los diversos atributos de calidad, existe una necesidad
universal de producir frutos firmes, que estan libres de trastornos fisiologicos y

descomposicion (Goulao y Oliveira, 2008).



El aguacate es una fruta de alta tasa metabolica, completando su maduracién dentro
de 5 a 7 dias a 25°C, después de la cosecha. A diferencia de muchas otras frutas, la
madurez del aguacate no ocurre en el arbol, sino que tiene lugar varios dias después
de la cosecha. Los cambios organolépticos propios de la maduracién en los frutos
climatéricos estan relacionados con la tasa respiratoria mitocondrial del fruto y la
sintesis de etileno (Herrera et al, 2017). El proceso de maduracién post-cosecha,
también llamado periodo climatérico, esta relacionado con la cantidad de etileno
circundante y endogeno, que aumentan la tasa de respiracion (Cheftel y Cheftel, 2016).
Durante este proceso, el aguacate sufre muchos cambios fisioldégicos y bioquimicos,
incluyendo biosintesis y acumulacion de pigmentos, vitaminas lipidicas, antioxidantes
entre otros. En cuanto al aguacate Hass, Villa-Rodriguez et al, (2011) reporta que la
maduracion modifica el color de la piel de verde a purpura/negro, debido a la

acumulacion de antocianinas.

De acuerdo con Ornelas y Yahia (2004), el aguacate es econGmicamente importante
en México debido a su alta produccién, consumo, comercializacién nacional e
internacional. México es el mayor productor de aguacate del mundo, y su produccion
se concentra en regiones distantes del consumidor final, lo que implica un manejo
excesivo de la fruta para su distribucién y venta, un proceso durante el cual la fruta
puede madurar facilmente, ya que, como lo mencionamos, el proceso de maduracion
de la fruta de aguacate esta fuertemente ligado a un aumento de su intensidad
respiratoria, que se ve fuertemente afectada por la temperatura y la concentracion de

etileno.

1.1.5. Produccién y comercializacion del puré de aguacate

El aguacate es una fruta tropical originaria de México. La mayoria de los aguacates
disponibles en todo el mundo son los aguacates Hass. Aunque el aguacate se produce
y se consume en gran medida en México, al menos otros diez paises han estado
produciendo un alto rendimiento de aguacate anualmente, incluyendo Chile, Republica

Dominicana e Indonesia (Nurul et al., 2016).



Como se observa en la Figura 3, México es el principal productor y exportador de
aguacate en el mundo (CIMA, 2019). En Enero de 2020, ocupo el primer lugar dentro
de los productos agricolas exportados, que dejé mayores ingresos al pais y en la ultima
década, la superficie sembrada promedio de aguacate nacional, fue de 241 mil 140
hectareas, de las cuales se han cosechado 164 mil 346; 15 mil 161 mas (10.2%) y una
produccion de 206 mil 466 toneladas (SADER, 2020).
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Figura 3. Produccién mundial de aguacate 2013-2017. CIMA, (2019).

En 2017, México fue el principal exportador mundial de aguacate, participando con
44% del volumen mundial exportable y dadas a sus condiciones climaticas, México
dispone de aguacate durante todo el afio, acentuando su produccion en el periodo de
septiembre a diciembre y la produccion difiere en los meses de mayo a agosto (CIMA,
2019). En la Tabla 2 se muestra la produccion nacional de aguacate, liderada por
Michoacan (94.6%) y Jalisco (4.7%).

En los dltimos afios, el desarrollo de la industria del aguacate en México se ha
incrementado notablemente aunque la industria aguacatera es muy pequefia, hay
grandes oportunidades de desarrollo, sobre todo con la diversificacidbn de mercados y
presentacion final del producto, es decir no limitarse Unicamente a la venta de producto
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en fresco, si no también enfocar esfuerzos a la comercializacion de productos

procesados (Sanchez et al., 2017).

Tabla 2. Produccién de aguacate en México, 2019-2020. SADER, (2020).

Variacién Part. %
Estado 2019 2020 Absoluta % 2020
Nacional 205, 439 206,466 1.027 0.5 100.0
Michoacan 195, 042 195,366 324 0.2 94.6
Jalisco 8, 157 9,759 1,602 19.6 4.7
Oaxaca 752 848 96 12.8 04
Guerrero 378 420 42 11.1 0.2
Chiapas 0 57 57 NA 0.03
Guanajuato 100 16 -84 -84.0 0.01
Veracruz 305 0 -305 -100.0 0.0
Yucatan 706 0 -706 -100.0 0.0

La exportacion en fresco a los Estados Unidos esta creciendo en forma importante, al
ampliarse las regiones exportadoras autorizadas e incrementarse los estados de ese
pais a los que se permite su importacion. La exportacion en fresco mas la requerida
para la produccion de productos procesados de exportacion (230,000 ton), representan

un volumen de alrededor del 25 % de la produccion nacional (Salazar et al., 2004).

México exportd 78 mil 863 toneladas de puré en 2018, lo que le dejo ingresos por 285
millones 607 mil délares, informd el Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP). Estados Unidos es el Unico destino de las exportaciones mexicanas
de la salsa que combina 90 por ciento de pulpa del fruto verde. EI SIAP detallé en un
documento que la venta de la emblematica salsa mexicana ha tenido un incremento
de 104.6 por ciento desde 2013 y hasta 2018, al pasar de 38 mil 545 toneladas a 78
mil 863 toneladas (SADER, 2020).

Sin embargo, los productos congelados de aguacate, pueden ser almacenados por 8-
10 meses, sin embargo su calidad comienza a decrecer después de los 3 meses de

almacenaje. En todos estos productos cobra especial importancia el control del
9



oscurecimiento enzimatico, el cual debe realizarse utilizando métodos que conserven
al producto, ya que el uso de altas temperaturas afecta la calidad de la pulpa (Olaeta,
2003).

1.2. Deterioro en el puré de aguacate

Es frecuente observar, principalmente durante la conservacion y el transcurso de las
transformaciones tecnoldgicas fendmenos de oscurecimiento en los érganos vegetales
carnosos (frutos y hortalizas). La aparicion de pigmentos pardos, cuyo color acaba
superponiéndose a los colores naturales, ocasiona importantes modificaciones de las
cualidades organolépticas, generalmente con una depreciacion de los Organos
vegetales y de los productos que de ellos se deriva. Estos oscurecimientos son
generalmente de origen enziméatico, por lo que es muy importante conocer los
mecanismos que intervienen para poder controlar su aparicion (Tirilly y Bourergeois,
2001).

También existe una degradaciéon oxidativa de compuestos fendlicos, participando dos
enzimas que son muy relevantes en términos de calidad de frutos y vegetales, por la
formacién de melaninas que oscurecen los frutos. Estas enzimas son la
polifenoloxidasa y la peroxidasa. A pesar de que las peroxidasas estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, su papel en el oscurecimiento enzimatico de frutos y
vegetales esta todavia bajo discusion, debido a que el nivel de H20:2 interno en las
plantas limita la actividad peroxidasa. Se ha propuesto que la polifenoloxidasa puede
actuar como promotor de la peroxidasa puesto que en las reacciones de oxidacion de
compuestos fenodlicos se genera H20:2. El estado antioxidante de diferentes frutos y
vegetales puede decrecer por la oxidacién directa de estos en presencia de
polifenoloxidasas y peroxidasas. Sin embargo, la principal enzima responsable del
oscurecimiento enzimatico es la polifenoloxidasa, aunque no debe ser excluido un

posible efecto sinérgico entre polifenoloxidasa y peroxidasa (Morante et al., 2014).

Una de las probleméticas primordiales en la industrializacion del aguacate es el

deterioro que se manifiesta en un rapido obscurecimiento durante el procesamiento y
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almacenamiento, fendmeno de oxidacion bioquimica catalizada por enzimas

especificas que estan presentes en la misma pulpa (Amaya et al., 2008).

Los aspectos de mayor importancia del aguacate para su consideracion son: el
contenido de grasa, el tiempo de obscurecimiento y el porcentaje de pulpa o cantidad
relativa al peso de la fruta que es aprovechable. El oscurecimiento que se observa en
el puré de aguacate es el resultado de la oxidacion de los fenoles, que se producen al
estar en contacto con el aire, pero también en este deterioro se puede presentar el
resultado de la reaccion catalizada por la polifenoloxidasa y peroxidasa (Dorantes,
2000).

1.2.1. Polifenoles

Los polifenoles o compuestos fendlicos, son sustancias naturales que contribuyen a
las propiedades sensoriales (color, sabor, aroma y textura) asociadas con la calidad
de la fruta. La composicion fendlica de los frutos esta determinada por factores
genéticos y ambientales, pero puede ser modificada por reacciones oxidativas. Se
sintetizan durante el desarrollo de la planta, pero su sintesis se estimula en
condiciones de estrés; cuando son expuestas a la radiacion ultravioleta, dafios
fisiologicos por patdogenos o algun otro tipo de estrés (bidtico o abidtico), por la
activacion de la fenilalanina amonio liasa. Por lo tanto, estos compuestos juegan un
papel en la defensa y los mecanismos de adaptacion de las plantas (Valente y Queiros,
2013).

La composicion de fenoles representa un grupo de metabolitos secundarios presentes
en los tejidos vegetales, varia considerablemente segun la especie de que se trate,
grado de madurez de los frutos y manejo post-cosecha de los mismos. Ademas, para
una misma especie el contenido de fenoles es dependiente de la variedad. En algunos
frutos los niveles de fenoles aumentan a lo largo del desarrollo, alcanzandose los
niveles mas altos durante la recoleccion, mientras que para diferentes variedades el
contenido de fenoles decrece hasta alcanzar el minimo en el momento del cambio de

color del fruto y después aumenta progresivamente alcanzando el maximo en la
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recoleccion. Sin embargo, las fluctuaciones en los niveles de fenoles suelen ser
pequefios durante la maduracién independientemente de algunas variedades
(Morante et al., 2014).

Los polifenoles estructuralmente contienen un anillo aromatico con uno 0 mas grupos
hidroxilos sustituyentes que pueden variar desde moléculas simples hasta grandes
compuestos polimerizados (Figura 4). Segun su estructura, se clasifican en: acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos y taninos (hidrolizables y condensados)
(Salmeron, 2014).

OH

Figura 4. Estructura de fenoles (Salmeron, 2014).

Estudios de Golukcu y Ozdemir (2010), muestran que los principales compuestos
fendlicos determinados en porciones comestibles frescas de frutas de aguacate fueron
(-)-epicatequina, Figura 5 a), y rutina; como flavonoides y acido caféico, Figura 5 b), y
acido protocatecuico; como acidos fendlicos. Sin embargo, (-)-epicatequina fue el
compuesto fendlico mas abundante presente en puré de aguacate Hass (225,29

mg/kg) seguido por acido caféico (16.25mg/kg).

En frutas como los aguacates, los compuestos fendlicos contribuyen a la formacion de
un color marrén, que se manifiesta después de que estos frutos se cortan o se

almacenan durante mucho tiempo.

El parametro de calidad méas importante de la fruta y los productos de aguacate (puré)
es el color. El color del producto cambia segun la actividad enzimatica y el contenido
12



fendlico de la fruta. Con la oxidacion enzimatica de los compuestos fendlicos
catalizados por la enzima polifenoleoxidasa, con el tiempo se convierten en quinonas,

una estructura polimerizada responsable del color marron (Golukcu y Ozdemir, 2010).

OH

OH

o g X" OH

HO

) OH b) OH

Figura 5 Estructura de epicatequina a) y acido caféico b) (Golukcu y Ozdemir, 2010).

1.2.2. Polifenoloxidasa

La apariencia es el factor principal que determina la aceptacion o rechazo de un
alimento. Es por esta razon que uno de los principales propadsitos y dificultades en la
industria de alimentos es mantener el color durante el procesamiento y
almacenamiento. Las reacciones de oscurecimiento enziméatico en frutas y vegetales
impresionan negativamente a los consumidores debido a la asociacion que hacen
entre el color y su calidad nutricional. El color de un alimento es un indicador de calidad.
Una alteracion que se manifiesta con el cambio de color, sabor e incluso perdida
nutricional es la que se conoce como oscurecimiento enzimatico, reaccion catalizada

por la enzima polifenoloxidasa (Restrepo, 2012).

Valente y Queiroz (2013), describen que el oscurecimiento enzimatico es un fenbmeno
gue ocurre en muchas frutas y verduras, ricos en compuestos fendlicos; como papas,
champifiones, manzanas, platanos y aguacates. Cuando el tejido estd magullado,

cortado, pelado, o expuesto a cualquier condicion anormal, se oscurece rapidamente
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al exponerse al aire como resultado de la conversion de compuestos fendlicos en

melaninas marrones.

Las polifenoloxidasas son metaloenzimas ampliamente distribuidas en la escala
filogenética, encontrandose tanto en organismos procariotas como en eucariotas. Se
trata de una enzima detectada en bacterias, hongos en algunos artrépodos, mamiferos
y probablemente esté presente en todas las plantas (Morante et al., 2014). El control
natural de la actividad de la polifenoloxidasa es mediante la compactacion de
sustratos. La enzima se encuentra en los plastidos y cloroplastos (en los vegetales
superiores) y también en el citoplasma celular, mientras que los compuestos fendlicos
que pueden servir de sustratos, para esta enzima, se acumulan en vesiculas. Cuando
se rompe la compactacién por dafio mecanico como pelado, corte, congelacion y

descongelacién, se puede producir una reaccion de oscurecimiento (Aranda, 2016).

El mecanismo de reaccion de la polifenoloxidasa (Figura 6) se basa en la catélisis de
dos etapas: oxidacién de un monofenol a o-difenol y la subsiguiente oxidacion de éste
a o0-quinona, actividad cresolasa y catecolasa respectivamente. Siguiendo un
mecanismo ordenado, la enzima liga primero el oxigeno y después el monofenol. Se
produce un cambio de valencia de los iones de cobre de Cul+ a Cu?+ formandose un
complejo que tiene un enlace O-O bien polarizado donde se produce la hidroxilacion a
o-difenilo. La oxidacion del o-difenol a o-quinona finaliza el ciclo. La polifenol oxidasa
es capaz de catalizar reacciones de oxidacién de compuestos polifenélicos en
presencia de oxigeno molecular y la presencia de los compuestos oxidados por la
enzima son precursores de las reacciones de pardeamiento que ocurren en los

procesos de pos-recoleccidn y manipulacion de frutas y hortalizas (Guerrero, 2009).

La inactivacion de la polifenoloxidasa es necesaria para minimizar las pérdidas de
producto causadas por el oscurecimiento. La investigacion sobre la inactivacion de la
polifenoloxidasa en aguacate se ha realizado con varios métodos y tecnologias. Por lo
general, se aplica el tratamiento térmico y la adicibn de agentes que evitan el

oscurecimiento, pero varios investigadores han propuesto la aplicacion de otros
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métodos como alternativas al procesamiento térmico para la inactivacion de esta

enzima (Valente y Queiroz, 2013).
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Figura 6. Mecanismo de reaccion de polifenoloxidasa (Guerrero, 2009).

Los inhibidores de la actividad de la polifenoloxidasa pueden basarse en su modo de
accion, por ejemplo, la exclusion de reactivos como el oxigeno, la desnaturalizacion
de la proteina enzimatica, la interacciéon con el grupo proestésico de cobre y la
interaccion con sustratos fenélicos o quinonas (Valente y Queiroz, 2013). No obstante,
el reto de comercializar el aguacate en forma procesada es dificil, ya que en la pulpa
del aguacate no sélo se encuentra la enzima polifenoloxidasa sino que también es
portadora de otra enzima llamada peroxidasa, que tiene reacciones de degradacion

por accion de esta enzima.

1.2.3. Peroxidasa

Las peroxidasas son enzimas hemoprotéicas ampliamente distribuidas en el reino
vegetal y se pueden encontrar en vacuolas, en la membrana celular, dentro y fuera de
15



la pared celular. Estan involucrados en la regulacion de la hormona vegetal,
mecanismos de defensa, control del alargamiento celular, polimerizacién de extension,
enlaces de polisacaridos en la pared celular, biosintesis de lignina y procesos de
suberizacién. Contribuyen a cambios deteriorantes en el sabor, la textura, el color y el
valor nutricional, tanto en alimentos crudos como frutas y verduras como en productos
procesados. En la industria alimentaria, las peroxidasas han sido consideradas una de
las enzimas mas estables al calor en las plantas, y con un tratamiento térmico limitado
pueden recuperar la actividad durante el almacenamiento, lo que resulta en la pérdida
de sabor o el desarrollo de este. Las peroxidasas vegetales pueden catalizar el
acoplamiento oxidativo de compuestos fendlicos utilizando H202 o peréxido de
hidrogeno como agente oxidante. Las peroxidasas vegetales, en general, muestran
una especificidad de sustrato muy amplia y, ademds, producen productos altamente
reactivos, que posteriormente pueden participar en acciones no enzimaticas (Rojas et
al., 2013). Al catalizar la oxidacién de un compuesto, las peroxidasas utilizan peroxidos
en una reaccion de reduccién-oxidacién que une hidrégeno al compuesto y forma agua

como un subproducto (Lisa, 2020).

El proceso catalitico de las peroxidasas ocurre a través de pasos secuenciales que
comienzan con la interaccién entre el sitio activo de la enzima y peroxido de hidrégeno,
lo que oxida el atomo de hierro en el grupo hemo y genera un compuesto intermediario
inestable conocido como compuesto | (Col). La proteina oxidada (Col) tiene, entonces,
un grupo hemo con un atomo de hierro que pasoé del estado de oxidacién Il al estado
IV y para este proceso se redujo el peréxido de hidrégeno a agua. EI compuesto | es
capaz de oxidar a un sustrato donador de electrones, formando un radical de sustrato
y convirtiéndose en una nueva especie quimica conocida como el compuesto Il (Coll),
gue es posteriormente reducido por una segunda molécula de sustrato, regenerando

el hierro en estado Il y produciendo otro radical (Parada, 2019).

Debido a la gran importancia economica que el puré de aguacate tiene para México,
la industria alimentaria esta mostrando un notable interés en procesar este cultivo y

mejorar su valor. Sin embargo, los productos de aguacate son bastante inestables
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debido a la presencia de enzimas oxidativas como la peroxidasa, polifenoloxidasa y

alto contenido de acidos grasos en la pulpa (Rojas et al., 2013).

1.2.3. Acidos grasos

La lipoxigenasa (LOX) es una enzima que se encuentra en muchas plantas y animales,
que cataliza la oxigenacion de acidos grasos poliinsaturados para formar
hidroperoxidos de &cidos grasos. Estos Ultimos estan presentes en una amplia gama
de dorganos y tejidos biolégicos, pero son particularmente abundantes en semillas
leguminosas de grano (frijoles y guisantes) y en tubérculos. Lipoxigenasa de diferentes
fuentes, cataliza la oxigenacién en diferentes puntos a lo largo de la cadena de
carbono, lo que se conoce como especificidad "posicional’. Tal especificidad tiene
implicaciones significativas para el metabolismo de los hidroperoxidos resultantes en

una serie de metabolitos secundarios (Manovsky et al., 2015).

La lipooxigenasa (LOX) afecta primeramente la calidad nutrimental destruyendo los
acidos grasos esenciales, co-oxidando carotenoides y posteriormente la calidad
sensorial generando malos olores y sabores. En el fruto también existe actividad
enzimatica hidrolitica (lipasas) las cuales causan la hidrdlisis de los enlaces éster-acido
graso en los triglicéridos, dando como resultado acidos grasos libres, diacilgliceroles,
monoacilgliceroles y glicerol. La liberacion de los acidos grasos facilita y acelera las
reacciones de auto-oxidacion puesto que los radicales libres atacan mas facilmente a
los mismos que a los triglicéridos. Ambos procesos (auto-oxidacion y oxidacion
enzimatica) dan como resultado la rancidez de puré de aguacate durante su

almacenamiento (Velazquez et al., 2013).

La disminucién significativa en el contenido de acidos grasos del aguacate se relaciona
con la degradacion oxidativa de los mismos y también afecta la temperatura de
almacenamiento en la que se encuentren los aguacates. Es por ello la importancia de
controlar y aplicar métodos que hagan perdurar los productos derivados del aguacate,
ya que al tener presencia de enzimas oxidativas es susceptible a cambios negativos

que eviten que el consumidor confié en el producto.
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1.3. Conservacion del puré de aguacate

El aguacate es un fruto muy apreciado, debido a su alto poder nutritivo se han probado
algunos métodos de conservacion, sin embargo, no se comercializa ampliamente en
forma procesada por presentar un rapido oscurecimiento enzimatico. Como se ha
mencionado, las dificultades que se presentan al tratar de elaborar productos de
aguacate son el oscurecimiento enzimatico de fenoles, oxidacion de lipidos,
crecimiento microbiano, desarrollo de sabor y aroma desagradables durante los
tratamientos térmicos alterando la calidad del fruto (Hernandez, 2005). Pero estas
problematicas pueden ser controladas a través del uso de métodos quimicos y fisicos,
a menudo empleados en combinacion. Los métodos fisicos comunmente utilizados
son: la aplicacién de altas o bajas temperaturas, el oxigeno y el uso de atmdsferas
modificadas o envases al vacio (Guerrero, 2009). La utilizaciéon de los métodos
guimicos dependeréa de lo que se desee inhibir, ya sea la enzima, el sustrato (oxigeno
o compuestos fendlicos) o los productos del oscurecimiento (Guerrero, 2009). No
obstante, la aplicacion de estos métodos, ya sean fisicos o quimicos alteran al
producto. Por ejemplo, el calor induce tanto la pérdida de vitaminas como la alta
alteracion del color, asi como los cambios no deseables en el sabor del puré de
aguacate (Soliva et al., 2001), por ello la aplicacién de tecnologias emergentes que no
influyan en la calidad del producto como lo es el empleo del ultrasonido,

nanotecnologia etc.

1.4. Tecnologias emergentes en la conservacion de alimentos

En los ultimos afios, ha aumentado considerablemente el interés general por consumir
alimentos minimamente procesados o0 procesados de una manera en que los
componentes alimenticios se conserven. Se ha demostrado que diversos alimentos
como las frutas, las verduras, los cereales, lacteos, entre otros, contienen
componentes bioactivos que ayudan a regular nuestro organismo (Bigliardi y Galatib,
2013). Tradicionalmente los tratamiento térmicos como la pasteurizacion y

esterilizacion eran métodos empleados para destruir microorganismos como enzimas,

18



siendo los responsable del deterioro de los alimentos. Sin embargo, su eficacia
depende de la temperatura y el tiempo del tratamiento conduciendo a la pérdida de
nutrientes, el desarrollo de sabores y colores indeseables y el deterioro de las
propiedades organolépticas de los alimentos (Chemat et al., 2011). En este sentido,
las tecnologias emergentes, surgieron con el objetivo de cubrir estas necesidades, ya

sea reemplazando u optimizando las tecnologias convencionales.

De acuerdo con Moreno et al. (2018), estas tecnologias se pueden dividir en
tecnologias térmicas y no térmicas, segun el principio basico de accion. Dentro de las
térmicas, encontramos el calentamiento por microondas, radiofrecuencias, infrarrojo y
calentamiento 6hmico, en donde el calentamiento se realiza de forma interna por
fricciobn molecular, debido al paso de ondas electromagnéticas o corriente eléctrica.
Por otro lado, las tecnologias no térmicas, utilizan diferentes principios de accion para
eliminar la carga bacteriana patdégena presente en los alimentos, como altas presiones
hidrostéticas, pulsos eléctricos, luz ultravioleta, ultrasonido, nanotecnologia y plasma
en frio. Como resultado, segun Chemat et al. (2011) , las nuevas tecnologias que se
estan desarrollando aseguran la preservacion de los alimentos sin el uso de
conservantes, manteniendo su valor y caracteristicas organolépticas (textura, color,
sabor), con un bajo consumo de energia, un costo competitivo, cuidando el medio

ambiente y con un alto grado de seguridad.

Aunque el consumo fresco de aguacate sigue siendo el mas demandado por el
consumidor, las tecnologias emergentes como el ultrasonido, le ha permitido a la
industria un desarrollo muy importante debido a las numerosas ventajas, como el
retraso en el oscurecimiento del aguacate, se mantienen las propiedades del producto
fresco; lo que significa una ventaja organoléptica y se evita o se minimiza el uso de
conservantes; lo cual permite calificar al puré de aguacate como producto organico,

natural y sin aditivos (Fernandez et al., 2016).
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1.4.1. Ultrasonido

Productos alimenticios, como frutas y verduras, grasas, aceites, azucar, lacteos,
carnes, café, harinas, vitaminas, proteinas, fibras, antioxidantes y otros compuestos
organicos y minerales, deben ser procesados y conservados antes de comercializarse.
Para ello se pueden llevar a cabo diferentes métodos como freido, sacado, filtracién,
esterilizacion, refrigeracion, congelacion, entre otros. Sin embargo, algunos alimentos,
ingredientes y productos son térmicamente sensibles y vulnerables a los cambios
quimicos, fisicos y microbiolégicos, perdiendo asi compuestos importantes para su
conservacion y aprovechamiento. Ademas de estos problemas, los métodos
convencionales de procesamiento de alimentos, consumen tiempo y energia debido a
los calentamientos prolongados, agitacion y uso de grandes volimenes de agua,
generando una baja eficiencia de produccion. Estas deficiencias han dado lugar al uso
de nuevas tecnologias verdes y emergentes para el procesamiento, pasteurizacion y

extraccion, que implican menos tiempo, agua y energia (Chemat et al., 2011).

El ultrasonido es una tecnologia basada en la emision y recepcion de ondas sonoras
mecanicas, generalmente longitudinales que resultan imperceptibles al oido humano
porque su frecuencia se encuentra por encima de los 20,000 ciclos por segundo
(20kHz) (Villasefior et al., 2012).

El ultrasonido es un método innovador utilizado para reducir la pérdida de calidad
causada por el tratamiento térmico en el procesamiento y conservacion de los
alimentos. Se puede dividir en diferentes rangos de frecuencia y el rango mas
comunmente utilizado en la tecnologia de alimentos es de alta intensidad-baja
frecuencia (20-100 kHz) con una potencia de 10-100 W / cm? (Cao et al., 2018).
Chandrapala et al. (2012), establecen que en los ultimos afios, la tecnologia del
ultrasonido se ha utilizado como alternativa de procesamiento a los enfoques térmicos
convencionales y Chemat et al. (2011), demuestran que las ondas ultrasonicas de alta
intensidad pueden romper células y desnaturalizar enzimas, incluso el ultrasonido de
baja intensidad es capaz de modificar el metabolismo de las células. El ultrasonido no

solo puede pasteurizar sino también, puede preservar los alimentos mediante la
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inactivacion de enzimas y microorganismos a condiciones de temperatura, que pueden
mejorar la calidad de los alimentos, ademas garantiza la estabilidad y la seguridad de

los alimentos.

Entre otras ventajas del ultrasonido se incluyen: una mezcla y micro-mezcla mas
efectivas, rapidez en la transferencia de energia y masa, reduccién de gradientes
térmicos, de concentracion y temperatura, extraccioén selectiva, tamafio reducido del
equipo, control de extraccion de procesos, aumento de la produccién y eliminacion de
algunos pasos de proceso y como tecnologia verde también ha atraido la atencion de
su papel en la sostenibilidad ambiental. Las aplicaciones de ultrasonido se basan en
tres métodos diferentes: aplicacion directa al producto, acoplamiento con el dispositivo
y sumergimiento en bafio ultrasénico (Chemat et al., 2011).

1.4.1.1. Influenciadel ultrasonido en la inactivacién de enzimas

Como ya se menciong, la industria alimentaria ha confiado en métodos térmicos para
inactivar microorganismos y enzimas como medio de preservacion de alimentos,
inactivando enzimas, matando microorganismos vegetativos y destruyendo algunas
esporas. No obstante, estas practicas causan la pérdida de las propiedades
nutricionales y organolépticas de los productos alimenticios (Chandrapala et al., 2012).

Los microorganismos y las enzimas son los principales factores responsables del
deterioro de los alimentos. Las enzimas presentes naturalmente en los alimentos,
descomponen los nutrientes, por ejemplo la descomposicion de las grasas por las
lipasas o de las proteinas por las proteasas. El procesamiento térmico convencional
mata a los microorganismos vegetativos y algunas esporas, e inactiva las enzimas. Sin
embargo, el tiempo y la temperatura del proceso son proporcionales a la cantidad de
pérdida de nutrientes, el desarrollo de sabores indeseables y el deterioro de las
propiedades funcionales de los productos alimenticios y segun Chemat et al. (2011),
el ultrasonido es una de las nuevas técnicas de preservacion que podria eliminar la

actividad microbiana.
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El efecto del ultrasonido en la inactivacion de enzimas ha sido ampliamente estudiado,
especialmente en polifenoloxidasa. De acuerdo con Cao et al. (2018) la inactivacion
de las enzimas podria deberse principalmente a los efectos fisicos (cavitacion, efectos
mecanicos, choques mecanicos) y quimicos (radicales libres debido a una reaccion
sonoquimica), implicando la formacién, el crecimiento y la implosion de burbujas (Bi et
al., 2015). Esta inactivacion también depende del fruto, la condicion del tratamiento de

sonicacién como la frecuencia, intensidad, amplitud, temperatura y tiempo.

La efectividad del ultrasonido se basa en la cavitacion generada por éste cuando las
ondas de sonido pasan a través del medio. Cuando las ondas de sonido sinusoidal se
transmiten a través de un medio liquido, propagan energia que se puede sentir a través
de la vibracion. Ademas, se produce un rapido aumento de la presién cuando la
energia ultrasonica aumenta hasta cierto nivel. La transmision de energia ultrasénica
implica ciclos de compresion y expansion en las moléculas del medio a través del cual
pasa. Este rapido ciclo de compresién y expansion causa cavitacion, que es
responsable de la ruptura celular, la descomposicion de las microestructuras y la

produccion de radicales libres en el medio (Nahidul et al., 2014).

De acuerdo con Cao et al. (2018), la cavitacion causada por la formacién, el
crecimiento y la implosion de pequefias burbujas de gas o cavidades libera enormes
cantidades de energia y produce un aumento de temperatura y presion a una micro
escala, lo que produce pérdidas de la actividad enzimatica, la produccién de radicales
libres que causan dafio al ADN y la micro-transmisién, que causa el adelgazamiento

de las membranas celulares, cruciales en la inactivaciéon de enzimas.

1.4.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia es definida por la Organizacion Internacional de Normalizacion
(ISO), como la “aplicacion del conocimiento cientifico para manipular y controlar la
materia a nanoescala con el fin de hacer uso del tamafio y estructura dependientes de
las propiedades y fendbmenos, a diferencia de los asociados con atomos o moléculas

individuales o con materiales a granel’. La palabra "nano" se refiere a una
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milmillonésima parte de un metro (10° m) y la nanotecnologia puede entenderse como
la fabricacion, caracterizacion y manipulacion de particulas con tamafios menores a

100 nanémetros (Bouwmeester et al., 2014).

La agricultura y la produccién de alimentos se han asociado directamente con el
desarrollo y el bienestar humano, asi como con el mantenimiento de los ecosistemas.
Con el constante aumento de la poblacion, los peligros ambientales actuales, el cambio
climatico mundial, la escasez de fuentes de energia y la contraccién de la tierra
cultivable, es indispensable el uso de tecnologias modernas para aumentar y mejorar
la produccion de alimentos y la calidad de los alimentos. El uso de la nanotecnologia
en el procesamiento de alimentos es aplicable en todas las etapas de produccion,
envasado, almacenamiento y transporte. Dicho esto, el uso de la nanotecnologia,
como en la deteccidn y proteccion de cultivos, sistemas de administracion de
bioactivos, fertilizantes, pesticidas y fungicidas, menos uso de productos quimicos
agresivos en la cadena alimentaria, encapsulacion de enzimas para diversos procesos,
uso de nanosensores en el envasado y transporte de alimentos y uso de
nanoparticulas para detectar la contaminacion alimentaria y la adulteracion de
alimentos, ha revolucionado la industria alimentaria en todo el mundo. El uso méas
prometedor de la nanotecnologia en la produccion de alimentos, es la funcionalidad
que se puede lograr por las cantidades relativamente pequefias de estas
nanoparticulas, sus reacciones interfaciales crecientes que mejoran la eficacia de su
uso, y su facil formulacion y manejo asi como el impacto en el medio ambiente (Naseer
et al., 2018).

De acuerdo con Naseer et al. (2018), existe una amplia gama de nanotecnologias y
materiales que se estan desarrollando en un esfuerzo por tener un mayor control sobre
las caracteristicas de los alimentos. La incorporacion de sustancias funcionales activas
como antimicrobianos, antioxidantes, anti humectantes, saborizantes, colorantes,
inhibidores del oscurecimiento, mantienen la integridad y estabilidad de estos
compuestos sensibles contra la degradacion durante el procesamiento y
almacenamiento. Segun Letchford y Burt (2006) estos nanomateriales se pueden

encapsular, dispersar o absorber y pueden ser lipidos, polimeros y materiales
23



inorganicos, lo que ha llevado a sistemas de administracion que varian en sus
propiedades fisicoquimicas y, por lo tanto, sus aplicaciones. Dentro de los sistemas de
administracion con funcién potencial como acarreadores de sustancias de interés
alimenticio se encuentran: micelas, liposomas, nanoesferas niosomas,
nanoemulsiones, nanocapsulas, nanoparticulas, nanoparticulas de lipidos solidos,

microemulsiones y nanotubos de carbono (Zambrano- Zaragoza et al., 2013).

1.4.2.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como particulas sdlidas o coloidales con un rango de
tamafio de 1 a 100 nm. La estabilidad, la reactividad quimica, la fluidez, la opacidad y
la resistencia del material de numerosos materiales se ven afectadas por el tamafio de
las particulas. La diferente distribucién de la forma y el tamafio de las particulas puede
tener un impacto importante en muchos aspectos de los alimentos también, incluyendo
caracteristicas sensoriales como el sabor, textura, apariencia y funcionalidad del

producto final (Kumari et al., 2020).

Kumari et al. (2020) nos dice que las caracteristicas de encapsulacion y liberacién de
particulas y actividad bioldgica de las particulas también se ven afectadas por el
tamafio de las particulas. Las propiedades funcionales caracteristicas de las
nanoparticulas se atribuyen a su mayor relacion superficie-masa en comparacion con
los materiales voluminosos de mayor tamafo. Por ejemplo, la mayor superficie de
nanoparticulas por unidad de masa las convierte en agentes adecuados para las
nanocapsulas que contienen compuestos bioactivos para su mejor entrega y actividad
biologica dirigida a través de alimentos funcionales. Las propiedades unicas de los
nanomateriales las consideran agentes potenciales con amplias aplicaciones en la
industria alimentaria y en los sectores agricolas y, por lo tanto, actualmente estan
disponibles en el mercado una serie de productos basados en nanomateriales
(Chaudhry et al., 2008).

Dependiendo de la naturaleza, las nanoparticulas se pueden agrupar en varias

categorias, incluidas las nanoparticulas inorganicas, las nanoparticulas organicasy las
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nanoparticulas organicas/inorganicas o modificadas en superficie combinadas. Las
nanoparticulas inorganicas consisten en 6xidos metalicos u metalicos, como la plata,
el oro, la silice sintética amorfa, el 6xido de zinc, el didxido de titanio, los 6xidos de
aluminio, los hidroxidos de di6xido de cerio, el carbonato de calcio y los materiales a
base de carbono, como los nanotubos de carbono, los fullerenes y el grafeno, y
finalmente los nanopolimeros, nano-arcillas y nanocompuestos (Bouwmeester et al.,
2014). Sin embargo, recientemente ha habido un interés emergente en el desarrollo
de nanoparticulas basadas en biomateriales. Los estudios han demostrado que una
variedad de nanoparticulas organicas y comestibles se pueden preparar a partir de
ingredientes a base de alimentos, como polisacaridos, lipidos, proteinas, minerales y
tensioactivos. La composicion de una nanoparticulas tiene un efecto considerable en
sus propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, densidad, reologia, indice de refraccion
y polaridad); propiedades protectoras (por ejemplo, actividad antioxidante);
propiedades de particulas (por ejemplo, tamafio, carga); caracteristicas de
encapsulacién (por ejemplo, capacidad de carga, comportamiento de encapsulacion y
eficiencias de retencion); y propiedades de liberacion (por ejemplo, disparador,
velocidad y extension) (kumari et al., 2020).

Se han desarrollado muchos métodos para preparar nanoparticulas; estos métodos se
pueden clasificar en dos categorias principales segun si la formulacion requiere una
reaccion de polimerizacion o si se logra directamente de una macromolécula o un
polimero preformado. Los métodos de polimerizacion pueden clasificarse
adicionalmente en emulsién y polimerizacion interfacial, y existen dos tipos de
polimerizacion en emulsion: organica y acuosa, segun la fase continua. Las
nanoparticulas también se pueden preparar directamente a partir de polimeros
sintéticos o naturales preformados y por desolvatacion de macromoléculas (Pinto et
al., 2006). Un ejemplo del uso de estos polimeros es al alginato de sodio y se ha
demostrado que es uno de los materiales mas prometedores y Utiles, ya que esta

facilmente disponible en la naturaleza y puede formar productos finales rentables.
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1.4.2.2. Nanoparticulas de alginato de sodio

El alginato de sodio es un polimero derivado de la sal del acido alginico, polisacérido
natural de los residuos de M &cido B-D-manuronico ligado por enlaces glucosidicos (1-
4) con residuos G acido a-L- gulurénico, derivado de las paredes celulares de algas
marrones. El alginato de sodio es conocido como un biopolimero hidréfilo que tiene
una funcién de recubrimiento debido a sus propiedades coloidales Unicas, que incluyen
Su uso para espesar, formar suspensiones y geles, asi como para estabilizar

emulsiones (Diaz et al., 2012).

El alginato de sodio es un polimero soluble en agua que se gelifica en presencia de
cationes multivalentes como el calcio. Las particulas de alginato generalmente se
producen por extrusion gota a gota de solucién de alginato de sodio en solucion de
cloruro de calcio. El tamafio de particula de alginato depende del tamafio de la gota
extruida inicial. Las particulas mas pequefias producidas tienen un tamafio minimo de
1 a 5 ym, obtenido por atomizacién con aire. La preparacién de nanoparticulas de
alginato se logra en una solucion acuosa diluida de alginato de sodio en la que se
induce la gelificacion mediante la adicion de una baja concentracion de calcio. Esto
conduce a la formacién de grupos invisibles de geles de alginato de calcio. En un
avance adicional, las particulas de alginato se han producido utilizando un método
modificado de emulsificacion/gelificacion interna como se ilustra en la Figura 7. La
preparacion de nanoparticulas de alginato a través de este método no requiere equipo

especializado y puede realizarse a temperatura ambiente (Pinto et al., 2006).
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Figura 7. Representacion esquematica de la técnica de emulsificacién-gelificacién interna
utilizando alginato (Pinto et al., 2006).

La nanoformulacion con alginato de sodio es una herramienta valiosa para la
encapsulacién de agentes bioactivos que sirve como sistema funcional en las
aplicaciones alimenticias y farmacéuticas. Ademas, estudios por Hassani et al. (2020)
apuntan a que la preparacion de nanoparticulas de alginato de sodio como
estabilizador ha demostrado una potencial actividad antibacteriana, ya que el alginato
de sodio es un buen portador de compuestos bioactivos como antioxidantes,

antimicrobianos, acidos organicos, enzimas y potenciadores de la textura.

La incorporacién de aceites esenciales de plantas, extractos o sus componentes
fendlicos puede resultar prometedora para retardar el crecimiento microbiano y la
oxidacion de lipidos, mejorar la calidad sensorial y aumentar la vida util de los
alimentos frescos (Shahbazi y Shavisi, 2019).

1.5. Aceite Esencial de Tomillo

El creciente interés en el uso de conservantes naturales en diferentes industrias, como
una alternativa para los aditivos sintéticos, ha llevado a nuevas investigaciones de
caracterizaciones de productos naturales biolégicamente activos. En consecuencia, el

término "biol6gicamente activo" incluye todos los beneficios y actividades relacionados
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con la utilizacion de estos compuestos. La importancia que estos derivados naturales
han ganado, no solo se debe a su contenido de compuestos volatiles bioldogicamente
activos, sino también a su uso, como ingredientes aditivos, en la produccién de
alimentos procesados, productos farmacéuticos, cosméticos y otros productos para la

salud, ya sea directa o indirectamente (Rashed et al., 2020).

Rashidimehr et al. (2019) nos dice que actualmente, hay una serie de maneras de
controlar el crecimiento de microorganismos patégenos en los productos alimenticios.
Una de las formas es el uso de aceites esenciales. Los aceites esenciales son
extractos aromaticos aceitosos obtenidos de diferentes partes de plantas, como flores,
hojas, madera, corteza, raices, semillas o céscaras, que exhiben propiedades
bactericidas o bacteriostéaticas. Los aceites tienen propiedades bioactivas, por ejemplo,
antimicrobianas, antiviricos, antifangicos y antisépticos. Los aceites esenciales
contienen una mezcla compleja de compuestos no volatiles y volatiles que

normalmente se extraen de diferentes partes de las plantas (Ryu et al., 2018).

El tomillo (Thymus vulgaris L.) es una hierba que se ha utilizado durante mucho tiempo
como agente aromatico (Giarratana et al., 2016), y también tiene actividades
inhibitorias contra varias bacterias y levaduras. Los aceites esenciales de algunas
especies de tomillo se caracterizan por la presencia de una alta concentracion de los
monoterpenos fendlicos isoméricos timol y/o carvacrol mostrando actividad
antimicrobiana contra muchas bacterias y hongos (Chang et al., 2015). Sin embargo,
se ha informado que el tomillo contiene diferentes proporciones de componentes
activos segun la temporada, la ubicacion, el método de extraccion y las partes de la

planta de las que se extrajo (Ryu et al., 2018).

La actividad antifungica del aceite de tomillo estd bien documentada y se ha
demostrado que inhibe el crecimiento fungico de Colletrotrichum gloeosporioides in
vitro 0 in vivo en los cultivares de aguacate Hass. También se demostré que la
aplicacion de aceites esenciales de tomillo mejoraba las actividades de las enzimas de
defensa (peroxidasas), enzimas antioxidantes (catalasas) asi como los fenoles totales.

Se utilizan para mejorar la apariencia de los alimentos y para preservar la calidad de
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la fruta. Por lo tanto, la incorporacion de aceite de tomillo podria ser un método eficaz
para controlar su alta volatilidad, minimizando asi las pérdidas y mejorando su
efectividad que cuando se aplica directamente sobre la superficie de la fruta (Bill et al.,
2014).

Sin embargo, sus propiedades presentan ciertos obstaculos para su incorporacion en
matrices de alimentos, ya que son mezclas complejas de compuestos labiles y volétiles
que son susceptibles a la oxidacion y degradacién cuando se exponen a la luz UV, O?
y altas temperaturas. Estas caracteristicas, junto con su baja solubilidad en agua y
baja estabilidad significan que estas sustancias deben protegerse cuando se utilizan
en aplicaciones (Miranda-Linares et al., 2020). Una de las técnicas mas importantes y
mas efectivas para superar tales restricciones es incorporar los aceites esenciales en
los sistemas de suministro de nanoparticulas utilizando polimeros moleculares de
grado apropiado y seguro. Como biopolimero generalmente reconocido como seguro
(GRAS), el alginato de sodio es uno de los biopolimeros mas importantes que se han
utilizado con éxito como emulsionante debido a sus propiedades fisicoquimicas
deseables que contribuyen significativamente a mejorar la eficiencia y el rendimiento

de las emulsiones (Rashed et al., 2020), como lo mencionamos anteriormente.

1.6. Envasado al vacio

Segun Ahmad y Siddiqui (2015), el empaquetado de alimentos se refiere a la
tecnologia y el material para proteger los productos para su distribucion,
almacenamiento, venta y uso. También se puede definir como el arte, la ciencia y la
tecnologia para garantizar la entrega segura de un producto al consumidor final en
condiciones Optimas, a los costes generales minimos. Después de la cosecha y el
montaje, el siguiente trabajo importante para cualquier cultivador de frutas o
comerciante es el empaquetado en un recipiente adecuado antes de su
almacenamiento y comercializacion. El objetivo principal de esta funcién es la
proteccion de los productos durante el transporte, almacenamiento y comercializacion

del consumo.
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Desde el comienzo de la era de la globalizacién y la urbanizacion, la preferencia de los
consumidores por alimentos seguros y de alta calidad estd en aumento. Los alimentos,
una vez envasados correctamente, dependiendo de su composicion y una gama de
factores extrinsecos, pueden durar desde pocas horas hasta dias e incluso meses
dependiendo de su vida util. Hay posibilidades de que un producto alimenticio entre en
contacto con agentes fisicos, quimicos y biolégicos durante la manipulacion,
preparacion o transporte. El embalaje facilita que los productos alimenticios conserven
su textura y frescura. Ademas, evita el alcance de la contaminacion que puede surgir
cuando se mantiene en contacto con otros productos alimenticios o partes de material
en cualquier punto de la cadena de suministro de alimentos. Por lo tanto, el mercado
actual exige una gama de requisitos y especificaciones para el envasado y etiquetado
de alimentos. También sirve como una herramienta preventiva para garantizar que el
producto esté sellado en todas las etapas de distribucion hasta que sea abierto por el
usuario final, asegurando cero derrames y comprobando los problemas asociados con

la manipulacion (Kalpana et al., 2019).

La prolongacion de la vida util de frutas y verduras frescas o secas ha sido la principal
preocupacion en el pasado reciente y se han desarrollado varias técnicas, de las
cuales, el envasado al vacio de alimentos procesados se esta convirtiendo en una de
las herramientas importantes (Deepa et al., 2013), aumentando el valor de los
productos procesados y la disponibilidad de éstos durante todo el afio (Padmanaban
et al., 2014). El envasado al vacio es el procedimiento que permite reducir el nivel de
oxigeno en un envase sellado. El ambiente anaerobico del envasado al vacio impide
el crecimiento de microorganismos que se descomponen, especialmente los
aerdbicos, que son responsables de los cambios de color, olor y textura (Deepa et al.,
2013).

El producto se coloca en un paquete hecho de una pelicula de baja permeabilidad al
oxigeno, el aire se evacua y el paquete se sella. La presion en el interior rara vez es
mucho menor que la de la presién atmosférica. Este proceso se usa ampliamente para

envasar productos sensibles al oxigeno (Padmanaban et al., 2014). Por lo tanto, las
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frutas frescas pueden beneficiarse potencialmente de esta tecnologia, considerando
que el oxigeno es uno de los sustratos de las reacciones de oscurecimiento. Sin
embargo, las frutas envasadas al vacio deben controlarse rigurosamente, teniendo en
cuenta que los bajos niveles de oxigeno obtenidos podrian inducir un metabolismo

fermentativo (Denoya et al., 2015).
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2.1

CAPITULO Il. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
EXPERIMENTAL

Objetivos

a) Objetivo general

Evaluar el efecto de nanoparticulas de aceite esencial de tomillo y tratamiento con

ultrasonido en puré de aguacate Hass, mediante parametros asociados al

oscurecimiento enzimatico: color, textura, fenoles y actividades peroxidasa y

polifenoloxidasa, durante el almacenamiento a 2°C y envasado al vacio estableciendo

el tratamiento mas efectivo para la inhibicién del oscurecimiento enzimatico.

b) Objetivos particulares

Diferenciar el efecto del tratamiento con nanoparticulas de aceite esencial de
tomillo y ultrasonido sobre los cambios de pH y actividad de agua analizando la
influencia sobre el comportamiento del puré de aguacate envasado al vacio y
refrigerado a 2 °C.

Determinar los cambios de color en funcion a los parametros L*, a*, b*, mediante
pruebas espectro colorimétricas para obtener las concentraciones de
nanoparticulas y/o aceite esencial de tomillo que disminuyan el indice de
oscurecimiento.

Analizar los cambios texturales en el puré de aguacate, debido al efecto de los
tratamientos y envasado al vacio, analizando su influencia en parametros de
calidad del producto, determinando su firmeza, dureza, adhesividad y
cohesividad por pruebas de penetracion y analisis de perfil de textura, durante

la conservacion en refrigeracién del producto.
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e Correlacionar el efecto de la incorporacién de nanoparticulas de aceite esencial
de tomillo y ultrasonido sobre los cambios en contenido de fenoles y actividad
enzimatica de peroxidasa y polifenoloxidasas asociados a la inhibicion del

oscurecimiento enzimatico analizando la efectividad de los tratamientos.

2.2. Justificacion

El puré de aguacate es un producto de alta demanda a nivel mundial, siendo Estados
Unidos de Ameérica el principal consumidor de este producto y México el principal
productor y exportador. Sin embargo, existe cierta inestabilidad en dicho producto
debido a la presencia de enzimas oxidativas como la peroxidasa y polifenoloxidasa
que van degradando sus propiedades sensoriales y va perdiendo aceptabilidad al
consumidor. Otro factor importante que hay que tener en cuenta, es la conservacion
del puré de aguacate, ya que la refrigeracion y el envasado al vacio por si solos limitan
el tiempo de vida util alterando sus propiedades.

Por esta razon, es importante evaluar nuevas formas de mantener sus caracteristicas
de calidad adicionando en lo posible productos de origen natural que promuevan el
mantenimiento del color y textura durante el almacenamiento en refrigeracion. En este
sentido, la nanotecnologia representa una alternativa para incorporar ingredientes
naturales como el aceite de tomillo con mayor efectividad y en menor concentracion
en relacion con el activo sin encapsular. Adicionalmente, el ultrasonido representa un
método eficaz para inhibir el oscurecimiento causado por las enzimas oxidativas
presentes en el aguacate. Existen otros adyuvantes del proceso, como el alginato de
sodio, el cual funciona como agente estabilizador potencializando su actividad
antimicrobiana obteniendo asi el mayor tiempo de conservaciéon del puré durante su

almacenamiento.

En la actualidad, en la produccion de puré de aguacate no se ha estudiado el
comportamiento del metabolismo de fenoles durante la etapa de estabilizacion del
producto ni analizado los parametros de calidad fisicos, fisicoquimicos y texturales
durante el almacenamiento con métodos minimamente destructivos. Ademas de que
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existe escasa informacion acerca de la aplicacion de tratamientos en el puré de

aguacate utilizando tecnologias emergentes.

2.3.

Seleccion de variables

Tabla 3. Factores y niveles de variacion en el disefio experimental.

Factor de
variacion

Tratamientos
sin
nanoparticulas

Nanoparticulas
de alginato

Nanoparticulas
de aceite
esencial de
tomillo

Nivel de
variacion

Con
ultrasonido
Sin
ultrasonido

Con
ultrasonido
Sin
ultrasonido

Con
ultrasonido
Sin
ultrasonido

No de
Réplicas

Variable
Dependiente

Concentracion
de fenoles
totales

Polifenol-
oxidasa
Peroxidasa

Indice de
oscurecimiento

pH

Actividad de
agua

Textura

Variable de
respuesta

Oscurecimiento
enzimatico

Actividad
enzimatica

Colorimetria

pH

Actividad de
agua

Dureza
Cohesivi-dad
Adhesivi-dad
Firmeza
Elastici-dad

Técnical/lnstrume
nto

Folin- Cicalteu
(Espectrofotometro
UV-VIS 10s)

Espectrofotometria
(Espectrofotometro
UV-VIS 10s)

Colorimetria
(Colorimetro
Minolta CM-600)

Potenciémetro

Medidor de
actividad de agua
(Novasina
LabSwift-aw)
Andlisis de perfil de
textura (Texture
Analyzer CT3
Brookfield)

Se seleccionaron tres factores de variacion (Tratamientos sin Nanoparticulas,

Nanoparticulas y Nanoparticulas con aceite esencial de tomillo), se estudiaron sus

efectos con y sin tratamiento ultrasénico para cumplir con los objetivos planteados. Se

realizaron pruebas al producto para desarrollar el andlisis del efecto de estos factores,
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cabe destacar que para monitorear las muestras de puré de aguacate se evaluaron los
dias 1, 3y 7 a 2 °C, posteriormente al tratamiento y envasado al vacio. En la Tabla 3

se presentan los factores de variacion.

2.4. Anéalisis estadistico

La comparacion de los tratamientos se llevo a cabo realizando un ANOVA empleando
el software estadistico MINITAB ®18, para realizar la diferenciacion de medias se

realiz6 una prueba de Tukey (a = 0.05).

2.5. Actividades preliminares

2.5.1. Acondicionamiento de la camara de refrigeracion

Se utilizé para este proposito una camara de refrigeracion comercial ubicada en el
laboratorio 16 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 4. Se determiné la temperatura y humedad
relativa dentro de la cAmara en dos posiciones con dos termopares USB (EL-USB-2,
Lascar Electronics, Pensilvania, E.U.) como se muestra en la Figura 8. Los datos de
temperatura y humedad fueron registrados durante 7 dias a cada hora.

@ Termohigrémetro 1
@ Termohigrometro 2

Figura 8. Acondicionamiento de la camara de refrigeracion.
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2.5.2. Seleccion de la materia prima

Los aguacates variedad Hass, fueron adquiridos cada 7 dias en lotes de 1 kg, en un
centro de distribucion de frutas del area (Cuautitlan Izcalli, Estado de México), se
seleccionaron con base en su tamafio, estado de madurez, apariencia libre de dafios
mecanicos, fisioldgicos, microbianos, requisitos minimos que especifica la NMX-FF-
016-2002.

2.5.3. Seleccién de polisacaridos y antioxidantes

Con la finalidad de establecer la concentracion de antioxidante y polisacaridos
adecuados para ser empleados en la inhibicion del oscurecimiento enzimético se
prepar6 puré de aguacate adicionado con uno de los siguientes componentes:
quitosan (2 %) utilizado por su alto valor antimicrobiano (Alarfaj, 2019), alginato de
sodio (0.6 %) polimero que ayuda a proteger la estabilidad del acetie esencial de
tomillo sin que éste se volatilice (Miranda-Linares et al., 2020) , a-tocoferol (0.01 %)
antioxidante natural que interviene en la oxidacién de alimentos (Yan et al., 2019) y
aceite esencial de tomillo (200 pyL) que ayuda a inhibir la actividad de la enzima
peroxidasa (Bill et al.,, 2014). El monitoreo de los cambios asociados a estos
ingredientes se llevo a cabo durante 5 h tomando muestreos cada hora. Los efectos
fueron analizados estadisticamente en funcion a los resultados obtenidos del indice de

oscurecimiento (apartado 2.6.2) en las muestras estudiadas.

2.5.4. Determinacion de frecuencia del ultrasonido

Para realizar la sonicacion del puré de aguacate se utilizdé un procesador ultrasonico
portatii marca HIELSCHER, modelo UP200Ht con el sonotrodo de 14 mm. Se
escogieron tres tiempos con la finalidad de identificar el que presentara menor indice
de oscurecimiento (20 s, 30 sy 1 min) y también se realiz0 la prueba aplicando pulsos
por 20 y 30 s. Ambas pruebas se realizaron a 20 W de potencia de acuerdo a estudios
realizados por Bi et al. (2015). La Figura 9 muestra un ejemplo de cémo fue usado el

ultrasonido.
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Figura 9. Empleo del ultrasonido en puré de aguacate.

2.5.5. Preparacion de las muestras

Los aguacates de variedad Hass fueron lavados, se eliminé el pericarpio y semilla para
preparar el puré con la pulpa de aguacate. Se pesaron 100 g de pulpa y se afiadié el
alginato de sodio, aceite esencial de tomillo o las nanoparticulas con aceite esencial
de tomillo, previamente preparadas, para su posterior homogenizacion en un sistema
de molienda, Figura 10. Una vez obtenido el puré, para los tratamientos con

ultrasonido, se prosiguio a su sonicacion a la frecuencia y tiempos seleccionados.

El envasado se realizdé en una campana Multivac ® ejerciendo una presion de 50 mBar,
empleando bolsas de polietileno de alta densidad de 10 x 15 cm, colocando 25 g de
producto por muestra. El polietiieno de alta densidad tiene una densidad de 0.941-
0.965 g/cm?; con alto grado de cristalinidad y aspecto ceroso (Roca, 2005). Una vez
envasadas fueron distribuidas homogéneamente en la camara de refrigeraciéon a 2°C

(+/-1°C) y 60-90% de humedad relativa para su respectivo muestreo (1, 3y 7 dias).
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Figura 10. Preparacion de puré de aguacate.

2.6. Actividades Experimentales

2.6.1. Medicion de color

Los cambios de color fueron medidos con un colorimetro Minolta CM-600, previamente
calibrado con una placa blanca como referencia. El software del equipo proporcion6
los datos de las coordenadas L, a* y b*. Las muestras fueron medidas directamente
del envase, ya que proporcionaban resultados menores del parametro a* influyendo
directamente en el indice de oscurecimiento con respecto a los medidos con un vidrio
de reloj que presentaban resultados mayores. Con las coordenadas obtenidas, se
pudo obtener delta E (AE) y el indice de oscurecimiento (IO), los cuales fueron
determinados mediante las ecuaciones empleadas por Soliva et al. (2001) y
Zambrano-Zaragoza et al. (2014), respectivamente. Cabe destacar que la ecuacion 2
se utiliza para sustituir el valor de x en la ecuacién 1 y asi sacar el indice de

oscurecimiento.

AE* = [(ALY)? + (Aa*)? + (Ab*)2]05

10— 100(x — 0.31)
B 0.172 Ecuacion 1
Donde:
_ a* + 1.75L*
X T 56450 + a* — 3.012b° Ecuacion 2
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2.6.2. pH

La determinacién de pH fue realizada empleando un potencidmetro digital marca
Hanna Instruments modelo HI213, calibrado con soluciones buffer 4 y 7 en la escala
de pH, antes de realizar la prueba de cada muestra. Las muestras fueron pesadas (4

g) y diluidas en agua destilada (15 mL) para su medicion.

2.6.3 Actividad de agua

Para la determinacion de la actividad de agua, se utilizd un higrometro marca
Novasina. Fueron pesados aproximadamente 2 g de muestra y se llenaron las
capsulas del equipo hasta la marca limite para que la muestra no tuviera contacto con

los sensores del equipo.

2.6.4. Pruebas texturales

Se utilizé el Texturometro Analyzer CT3 Brookfield para determinar la firmeza del puré
de aguacate, segun las siguientes especificaciones: valor meta 5 mm, carga de
activacion 0.07 N y velocidad de prueba de 2 mm/s. Se empled un punzén de punta
plana con un didmetro de 38.1mm y 20 mm de largo. El andlisis de perfil de textura se
obtuvo mediante dos ciclos con un tiempo de espera entre cada ciclo de 0.5 sy se
ocupo un cilindro de acrilico de 25.4 mm de didmetro. Las muestras se colocaron en
frascos pequefios con el fin de facilitar la entrada de las sondas y se realizo por

triplicado cada prueba.

2.6.5. Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se llevo a cabo por el método de Folin Cicalteu
descrito por Zhou et al, (2016). Fueron homogenizados de 3 g de muestra con 15 mL
de metanol por 1 h, posteriormente la muestra fue centrifugada y asi se obtuvo el
extracto. Una vez obtenido el extracto, se mezclé 1000 pL con 200 uL de reactivo de

Folin por 3 min, después se le incorporaron 2.4 mL de agua y 2 mL de carbonato de
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sodio. Se dejo reposar en la oscuridad durante 1 h. La absorbancia se midié en un

espectrofotometro marca Genesys 10S UV-VIS.

2.6.6. Determinacion de actividad polifenoloxidasa

La enzima polifenoloxidasa fue extraida mezclando 5 g de muestra con 15 mL de una
disolucion de cloruro de sodio (0.1 M) y 0.1% de polivinilpirrolidona por 15 minutos.
Después esta mezcla fue centrifugada a 7,000 rpm durante 15 min. Con el extracto
obtenido se determind la absorbancia por espectrofotometria empleando como
referencia 2.9 mL de catecol con citrato-fosfato buffer pH 6 y se afiadié 2.9 mL a las
muestras de ésta solucion y 100 pL de extracto de aguacate. Una unidad de actividad
enzimatica se defini6 como un aumento de 0.1 en la absorbancia a 420 nm por minuto
(Bi et al., 2015).

2.6.7. Determinacion de actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa fue determinada empleando guayacol como sustrato oxidable
en presencia de peroxido de hidrogeno. Previo a la medicion, 5 g de muestra fueron
homogeneizados con 15 mL de una disolucién de cloruro de sodio (0.1 M) y 0.1% de
polivinilpirrolidona por 15 min se centrifugd a 7,000 rpm durante 15 min para obtener
el extracto. El extracto fue obtenido con ayuda de una jeringa, ya que habo separacién

de fases y solo se necesitaba el extracto.

El cambio en absorbancia fue determinado en funcion al tiempo, empleando una celda
blanco a la que se le afiadieron 2.9 mL de guayacol y 1.8 mL de perdxido de hidrogeno,
las muestras fueron tratadas de la misma forma adicionando 50 pL de extracto para

llevar a cabo la reaccion de oxidacion sustrato-enzima.
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CAPITULO lll. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados actividades preliminares

3.1.1. Acondicionamiento de la camara de refrigeracion

Los valores registrados en los termohigrometros durante 7 dias fueron analizados
determinando la variabilidad en los resultados. Los productos fueron almacenados en
la primera y segunda rejilla del refrigerador ya que los resultados no variaron segun la
posicidbn, como se observa en la Figura 11; existiendo variaciones debido a la
simulacion de la apertura de la camara de refrigeracion al tomar muestras envasadas
para su posterior estudio en los dias 0, 3 y 7. La maxima temperatura que se obtuvo

fue de 4.5°C y la minima de -1.5°C, teniendo un promedio de 2°C.

10

Temperatura (°C)
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Figura 11. Variacion de la temperatura del espacio refrigerado.

Termohigrometro posicion 1 Termohigrometro posicion 2
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En la Figura 12 se muestra el registro de humedad relativa, encontrandose valores de
65 al 75 % a los que se recomienda el almacenamiento de puré de aguacate para

evitar riesgo de dafios por frio.
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Figura 12. Variacion de la humedad relativa del espacio refrigerado.

Termohigrometro posicion 1 Termohigrometro posicion 2

3.1.2. Seleccién de polisacaridos y antioxidantes

Los tratamientos fueron realizados con respecto a puré de aguacate control, es decir
sin ningun tratamiento salvo la reduccién de tamafio. En la Figura 13, se muestran los
cambios en el indice de oscurecimiento con datos L* a* y b* para la mezcla de aceite
de tomillo con puré de aguacate empleando propilenglicol, observdndose que las
muestras con aceite esencial de tomillo presentaron los mejores resultados, debido a
que al ser adicionado no afecto el color inicial del puré de aguacate, comprobando su

eficacia en la inactivacibn de enzimas. En cambio al incorporar propilenglicol se
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aprecia que este polisacarido no hace sinérisis con el aceite de tomillo, aceleranco la

oxidacion en el puré de aguacate.
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Figura 13. Cambios en el indice de oscurecimiento con aceite esencial de tomillo
aplicados al puré de aguacate.

Otra caracteristica del aceite esencial de tomillo, es que los compuestos fenélicos
presentes en el extracto no son buenos sustratos de polifenoloxidasa, lo cual se ve
reflejado en menor potencial de oscurecimiento enzimatico del producto (Velazquez et
al., 2013).

También fue estudiado el empleo de quitosan y a-tocoferol, los resultados se muestran

en le Figura 14. Las muestras con quitosan elevaron el indice de oscurecimiento, no

43



teniendo ningun efecto sobre el puré de aguacate, ya que presentd los mismos
resultados que el puré de aguacate sin tratamiento, yendo de 75 a 85. El a-tocoferol,
también conocido como vitamina E, ayudé a que el puré de aguacate no tuviera
oscurecimiento, pero si lo comparamos con los resultados obtenidos con aceite
esencial de tomillo no fueron suficientes (Figura 13). Se opto por usar el aceite esencial

de tomillo para potencializar su eficacia y aplicarlo en el puré de aguacate.
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Figura 14. Cambios en el indice de oscurecimiento con quitosano y a-tocoferol
aplicados al puré de aguacate.

Al comparar los polisacéaridos, quitosan y alginato de sodio, los valores del alginato van
desde los 70-73, por debajo de los valores obtenidos del quitosan (75-85), por lo que
se escogio el alginato de sodio como polisacarido (Figura 15). Ambos polisacaridos se
han probado como recubrimiento de frutas minimamente procesadas, ya que debido a

la naturaleza hidrofilica, los recubrimientos a base de polisacaridos pueden

44



proporcionar una barrera minima de humedad, sin embargo, las propiedades de
barrera de los gases modifican de manera deseable la atmésfera y aumentan la vida
atil sin la creacion de condiciones anaerébicas severas. Por su parte, el alginato de
sodio mantiene las propiedades mecanicas, espesor, permeabilidad y opacidad,
influyendo por lo tanto, en parametros como la pérdida de peso, el pH, los solidos
solubles totales, color y la firmeza y el quitosan brinda mas ventajas sobre la actividad
microbiana (Yousufa et al., 2018). Los resultados obtenidos permitieron descartar al
quitosan como polisacérido soporte, ya que no brindaban los parametros que se

necesitan en la formacion de nanoparticulas funcionalizadas con aceite de tomillo.
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Figura 15. Cambios en el indice de oscurecimiento con alginato de sodio aplicado al
puré de aguacate.
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3.1.3. Seleccion de tiempos del ultrasonido

La Figura 16, muestra los cambios del indice de oscurecimiento en funcién a los
diferentes tratamientos con respecto al control. La mayor velocidad de oscurecimiento
la tuvo el aguacate tratado con pulsos de 20 s y sin pulsos a 20 s, sin embargo el
tratamiento por 30 s fue el que presento la menor velocidad. Otros estudios obtuvieron
diferentes resultados con la misma frecuencia que se aplicé al puré de aguacate no
teniendo efecto significativo, pero al aplicarlo a estas condiciones el incremento en el
indice de oscurecimiento se debe a la liberacién de fenoles por la generacion de
radicales libres y a la degradacion de la clorofila. La razén de ésta degradacion es
debida al efecto de cavitacion del ultrasonido, que podria inducir degradacién quimica

(generacion de radicales libres) y mecanica de las biomoléculas (Bi et al., 2015).
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Figura 16. Cambios en el indice de oscurecimiento con ultrasonido a diferentes
tiempos de sonicacion.
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3.2. Resultados experimentales

3.2.1. Parametro a*

La Figura 17, muestra los cambios en valores de a* asociados al empleo de diferentes
tratamientos con respecto a las muestras control. Los tratamientos con alginato-tomillo
y alginato-tomillo-ultrasonido tienen valores de entre -9 y -8 en las muestras recién
tratadas, valores que se fueron incrementando durante los 7 dias en que se
monitorearon las muestras con la finalidad de establecer la efectividad de los

tratamientos.
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Figura 17. Cambios en el parametro a* con diferentes tratamientos durante el
almacenamiento.

El control y el ultrasonido no tuvieron diferencias estadisticamente significativas
(a=0.5), ya que mantuvieron el mismo valor de a* durante los 7 dias de
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almacenamiento, al igual que las nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido.
Aunque los dos primeros lotes presentaron mas pérdida de color en el puré. Las
muestras tratadas con nanoparticulas de alginato-ultrasonido, nanoparticulas de
alginato, nanoparticulas de alginato-tomillo y tomillo-ultrasonido tienen una
disminucién gradual conforme pasan los dias de almacenamiento, en donde al primer
dia de muestreo presentan resultados de -9.5 y al séptimo dia empiezan a perder la
intensidad en el color verde, acercandose a valores mas positivos, indicando que el
puré de aguacate va perdiendo intensidad en el color. Por ultimo se observa que los
tratamientos con nanoparticulas de alginato-tomillo-ultrasonido muestran valores de —
9.8 al primer dia de su muestreo, sin embargo, el valor disminuye al tercer dia y se
mantiene en -8 hasta el tltimo dia de almacenamiento sin diferencias estadisticamente

significativas (a=0.5).

Valores que se alejan de cero significan que tienen un color mas verde y valores que
se acercan mas, tienen una tonalidad mas rojiza (Rettig, M y Hen, K. 2014), en este

caso el cambio de color indica oscurecimiento enzimatico en el puré de aguacate.

-a* O\ i +a*

lai b.

Figura 18. Grafica de color CIEL*a*b*
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Un comportamiento similar es obtenido por Zhou et al. (2016), que estudiaron el
cambio en los pardmetros L* y a*, aplicando microondas al puré de aguacate durante
el almacenamiento, donde los valores de a* aumentan significativamente en los
primeros dias, después los valores de a* se mantienen constantes hasta el dltimo dia
de almacenamiento mostrando resultados mas positivos, acercandose al color rojo,
representado en la grafica de color en la Figura 18, resultado causado por el

oscurecimiento enzimatico en el puré de aguacate.

3.2.2. Luminosidad

La Figura 19, muestra los cambios en la luminosidad del puré de aguacate, donde el
tratamiento con alginato-tomillo no presenta diferencias estadisticamente significativas
(a=0.5), aumentando su luminosidad de 64 a 66 conforme pasan los dias. En el control,
y en los tratamientos con nanoparticulas de alginato y nanoparticulas de alginato-
ultrasonido se observa que en el primer dia de muestreo la luminosidad presenta
valores de 60 y al tercer dia de almacenamiento los resultados aumentan a 67 y se
mantienen constantes hasta el séptimo dia del monitoreo de su comportamiento, sin

diferencias estadisticamente significativas (a=0.5) entre ellas.

Se presenta también que los tratamientos de alginato-ultrasonido-tomillo,
nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido, tomillo y alginato no muestran
diferencias estadisticamente significativas (a=0.5), ya que sus valores se mantienen
en el mismo rango. Los tratamientos con nanoparticulas de alginato-tomillo y
nanoparticulas de alginato-tomillo-ultrasonido presentan un aumento del 4% en la
luminosidad por lo que no hay diferencias estadisticamente significativas (a=0.5). Por
altimo, en los resultados de ultrasonido se observa que en el primer dia de
almacenamiento su luminosidad es de 69 pero conforme pasaron los dias de
almacenamiento este valor disminuyO, comportamiento diferente al resto de los

tratamientos.

Los resultados obtenidos de luminosidad indican la intensidad luminica en el aguacate,

es decir, su grado de claridad (X-Rite, Incorporated. 2002). También es un excelente

49



indice de evaluacion de color en frutas y vegetales ya que se puede asociar con el
oscurecimiento enzimatico causado por enzimas contenidas en el fruto o vegetal
(Aguayo et al. 2014).
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Figura 19. Cambios en la luminosidad con diferentes tratamientos durante el
almacenamiento.

Velazquez, et al. (2013), demostraron que el uso de aceites antioxidantes naturales,
como el romero y tomillo en el puré de aguacate y tratados a altas presiones, no tienen
diferencias significativas en la luminosidad de las muestras, sin embargo, presentan
cambios colorimétricos mas relevantes en los valores del parametro a*. Otro estudio
escrito por Bi et al. (2015), obtienen resultados similares, ya que al aumentar los
valores de L*, los parametros de a* y b* disminuian empleando ultrasonido en el puré
de aguacate, los resultados de L* aumentaron debido a la degradacion quimica o

mecanica de las biomoléculas causadas por la cavitacion.
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3.2.3. AE

Los resultados de la Figura 20 presentan la cuantificacion en los cambios de color en
el puré de aguacate. Los tratamientos con alginato-tomillo, alginato-ultrasonido,
alginato-tomillo-ultrasonido, tomillo-ultrasonido y tomillo, presentan una ligera
variacion con respecto al tiempo de almacenamiento, ya que sus valores iniciales
empiezan en uno y terminan en dos al Ultimo dia de muestreo, por lo tanto, no
presentan diferencias estadisticamente significativas (a=0.5). Por otro lado, se
observa una ligera disminucion en los valores de AE del control y en los tratamientos
con alginato, nanoparticulas de alginato, nanoparticulas de alginato-ultrasonido y
ultrasonido, donde en el primer dia los valores son de 2 a 3y en el ultimo dia es de

uno.
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Figura 20. Cambios en AE con diferentes tratamientos durante el almacenamiento.
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Por dltimo, se observa que los resultados de alginato-ultrasonido-tomillo,
nanoparticulas de alginato-ultrasonido y tomillo-ultrasonido no presentan diferencias
estadisticamente significativas (a=0.5) manteniendo el mismo valor de uno durante los

siete dias de almacenamiento.

Los resultados son similares a los obtenidos por Soliva et al. (2001), donde AE es
altamente relacionado con la luminosidad, los valores incrementan ligeramente y esta
evolucion la asocian al tipo de oxidante y a los factores en conjunto que afectan el

oscurecimiento enzimatico.

3.2.4. indice de oscurecimiento

El indice de oscurecimiento representa el color marrén real del puré de aguacate
causado por reacciones enzimaticas y no enzimaticas (Cefola et al., 2012). En la
Figura 21 el gréfico de caja muestra los resultados que se obtuvieron del indice de
obscurecimiento de cada tratamiento. En las muestras de alginato, alginato-tomillo-
ultrasonido, nanoparticulas de tomillo-ultrasondio y nanoparticulas de tomillo-alginato-
ultrasonido los valores del indice de oscurecimiento, no presentan diferencias
estadisticamente significativas (a=0.5), ya que desde el primer dia de monitoreo hasta
el ultimo dia los resultados se comportan de la misma manera. En contraste, los
tratamientos con alginato-tomillo en los primeros dias de almacenamiento presentan
valores del indice de oscurecimiento de 24 y conforme pasan los dias de
almacenamiento se observa un aumento progresivo llegando a valores de 31. Mismo

comportamiento presentan los resultados de tomillo-ultrasonido, tomillo y ultrasonido.

Las muestras que presentan un comportamiento similar son las tratadas con
nanoparticulas de alginato, nanoparticulas de alginato-ultrasonido y el control,
aumentando sus valores un 75% en el dia tres y se mantiene este valor hasta el dia 7

de almacenamiento sin diferencias estadisticamente significativas (a=0.5).

Un estudio realizado por Zambrano-Zaragoza et al. (2014), donde utilizaban
nanorecubrimientos con a-tocoferol y goma xantana, demostraron un incremento en el
parametro de a* lo que asociaban también al aumento en el indice de oscurecimiento.
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Obtuvieron resultados similares que van desde los 20 hasta los 48 y esto debido a la

rapida absorcion de las hanoemulsiones.
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Figura 21. Cambios en el indice de oscurecimiento con diferentes tratamientos
durante el almacenamiento.

En este trabajo, respecto a los dias de almacenamiento, se observa que en general,
los tratamientos con alginato-tomillo-ultrasonido, nanoparticulas con tomillo-
ultrasonido y nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido presentaron el menor
indice de oscurecimiento con respecto a los demas tratamientos. Estos lotes presentan
la combinacion de tres de las tecnologias que mejoran o retardan la actividad de
enzimas oxidantes, asi como la concentracion de fenoles totales (Bill et al., 2014)

contribuyendo a que el indice de oscurecimiento no aumentara.
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3.2.5. Cambios en la actividad enziméatica polifenoloxidasa

La Figura 22 presenta los resultados obtenidos de la actividad polifenoloxidasa
correspondientes a los tratamientos aplicados durante siete dias de almacenamiento
siguiendo la metodologia previamente descrita. Se observa que los tratamientos con
alginato-tomillo, alginato-ultrasonido-tomillo, tomillo y el control presentan el mismo
comportamiento alcanzando valores méximos al tercer dia de almacenamiento y al
séptimo dia hay una notable disminucion. El Unico lote que presenta una disminucién

conforme pasan los dias son las nanopatrticulas de tomillo-alginato-ultrasonido.
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Figura 22. Cambios en la actividad polifenoloxidasa durante el almacenamiento.

El efecto de inhibicibn observado se debe a la reduccion de las orto-quinonas
generadas por la accién de la enzima sobre los compuestos fendlicos. Segun Selvam

et al. (2013), el comportamiento de los componentes del aceite esencial del tomillo,
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muestran la capacidad de aumentar los niveles de antioxidantes (polifenoles,
flavonoides, antocianinas) previniendo la degradacion de éstos metabolitos
secundarios y la capacidad de absorcion de oxigeno en los tejidos de las plantas
promoviendo una mayor actividad de polifenoloxidasa.

Con respecto a los demas tratamientos hubo un incremento significativo de la actividad
polifenoloxidasa, lo que coincide también con el indice de oscurecimiento ya que este
se incrementd en proporcion a la actividad polifenoloxidasa. La causa del aumento de
la actividad de la enzima polifenoloxidasa en los tratamientos con ultrasonido es debido
a la liberacién de la enzima debido a la ruptura de las células, facilitando la liberacién
de compuestos fenolicos, dando lugar a una mayor actividad de la polifenoloxidasa. El
aumento en las actividades de las enzimas es parte de la respuesta del estrés de la
planta a un estimulo mecanico, lo que sugiere dafio fisico y permeabilizacion de las

células por medio del ultrasonido (Bi et al., 2015).

Blach et al. (2007), relacionan otra de las causas en el aumento de la actividad
polifenoloxidasa con la accion en el Ultimo paso de polimerizacién de los alcoholes
cinamiticos para formar ligninas, evidenciando la responsabilidad del proceso de
lignificacion en el oscurecimiento de tejidos sometidos a dafio mecéanico y
almacenamiento durante periodos determinados y asocian el aumento de la actividad
de la polifenoloxidasa con la lignificacion de la pared celular en respuesta al corte y

estrés.

3.2.6. Cambios en la actividad enziméatica peroxidasa

La Figura 23 muestra los resultados obtenidos en donde los tratamientos de alginato
presentan un aumento en la actividad peroxidasa desde el tercer dia de
almacenamiento. El valor mas alto registrado es presentado por nanoparticulas de

tomillo.

Por otro lado, el control, las nanoparticulas de tomillo-ultrasonido y tomillo-ultrasonido
se aprecia un notable incremento en el dia 3 de almacenamiento y éste disminuye al
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dia 7. Los tratamientos que presentan una actividad de la enzima peroxidasa mas
bajos son el alginato-ultrasonido-tomillo y las nanoparticulas de tomillo-alginato-
ultrasonido. Estos udltimos lotes junto con alginato-tomillo, alginato-ultrasonido,
nanoparticulas de alginato-ultrasonido, nanoparticulas de alginato, tomillo y
ultrasonido presentan el mismo comportamiento al disminuir la actividad peroxidasa

conforme pasa el tiempo de almacenamiento.

1400

— 1300 | -\ =
S 3 ~x ¥
= 1200 o .
)] | N
o
o \ | R "
el / N\ /\
§ 1100 - Jd T J 31
2 |
- = \ A \
¥ = \ * = \
& 1000 - * = -
X
900 X
Tiempo 3%A 93%A %N 9%A 9%A 9% %N %A %A %A O%A %A KA
Tratamiento N
S EFE S EE S
X9 & & 3O ° & N o & O & N &
v e N v o2 o o <9 N <0 0\.¢
o NS & o
SR

Figura 23. Cambios en la actividad peroxidasa durante el almacenamiento.

Cabe destacar que varios autores atribuyen el oscurecimiento enzimatico en el
aguacate por efecto de la polifenoloxidasa y no de la peroxidasa debido a la poca
disponibilidad de peréxido de hidrégeno a nivel interno, sin embargo Luna (2012),
propuso que la polifenoloxidasa podria actuar como promotora de la actividad

peroxidasa, por generar H202 durante la oxidacién de algunos compuestos fendlicos.
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En primer lugar la polifenoloxidasa genera H202 dependiendo de la estructura del fenol
y finalmente las quinonas generadas seran sustratos peroxido de peroxidasas, por lo
que se produce un efecto sinérgico entre ambas enzimas en la aparicion del

oscurecimiento (Tomas-Barbran y Espin, 2001).

3.2.8. Cambios en la concentracion de fenoles totales
En la Figura 24, se muestra el contenido de fenoles totales en el puré de aguacate con
los diferentes tratamientos obtenidos por medio de la técnica previamente descrita

durante el periodo de almacenamiento.

Las muestras con alginato-tomillo, alginato-ultrasonido-tomillo, nanoparticulas de
tomillo, nanoparticulas de tomillo-ultrasonido, nanoparticulas de tomillo-alginato-
ultrasonido y tomillo presentaron un descenso de la concentracion de fenoles a lo largo
del periodo de almacenamiento. Segun Arévalo-Galarza et al. (2002), este
comportamiento es normal debido a que los compuestos fendlicos son convertidos a
quinonas los cuales se polimerizan y forman grandes cadenas poliméricas que sirven
en autodefensa de la planta; sin embargo, desde el punto de vista alimenticio esto no
es agradable ya que pierde calidad y valor nutricional.

El puré de aguacate tratado con alginato-ultrasonido, tomillo-ultrasonido y ultrasonido
presentan un incremento en la concentracion de fenoles totales durante el periodo de
almacenamiento, conduciendo a la polimerizacion de los fenoles en la pared celular,
proceso conocido como lignificacion (Selvam et al., 2013). Un estudio realizado en
2018 por Cao et al., presenta el mismo comportamiento al tratar puré de aguacate con
ultrasonido, aumentando la concentracién de fenoles totales debido a la ruptura
mecanica de la pared celular del aguacate.

La concentracién de fenoles totales durante los 7 dias de almacenamiento en puré de
aguacate tratados con alginato, nanoparticulas de alginato con y sin ultrasonido, asi
como las nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido no presentan diferencias
estadisticamente significativas (a=0.5) con respecto al tiempo. En contraste,
disminuyen la concentracién en comparacion a la muestra control.
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Figura 24. Cambios en la concentracion de fenoles totales durante el
almacenamiento.

3.2.9. Firmeza

La firmeza es el resultado de la degradaciéon de la pared celular que resulta por la
adicion de cualquier tratamiento, lo que acelera la actividad metabdlica y la pérdida de
agua en los productos. De acuerdo con la Figura 25, durante el muestreo del puré de
aguacate en almacenamiento, los resultados no presentan diferencias
estadisticamente significativas entre cada tratamiento, pero refiriéndose a los dias de

almacenamiento, si existe una diferencia.

En los tratamientos con alginato-tomillo se observa un ligero aumento de la firmeza en
el transcurso del tiempo de almacenamiento, mismo comportamiento observamos en
los lotes con nanoparticulas de alginato-ultrasonido, nanoparticulas de tomillo-
alginato-ultrasonido y nanoparticulas de tomillo-ultrasonido mostrando un efecto

benéfico ayudando a reducir la pérdida de firmeza en el puré de aguacate manteniendo
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la estructura celular del fruto. Efecto contrario apreciamos en los tratamientos con
alginato-ultrasonido, alginato-ultrasonido-tomillo, alginato, contol, nanoparticulas de
alginato, nanoparticulas con tomillo, tomillo-ultrasonido, tomillo y ultrasonido
presentando una disminucién gradual en los valores de firmeza después de los siete

dias de almacenamiento.
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Figura 25. Cambios en firmeza con diferentes tratamientos durante el
almacenamiento.

El ablandamiento es el principal aspecto del proceso de maduracion en los frutos de
aguacate, como consecuencia de modificaciones en la composicion y estructura de la
pared celular. Los cambios ocurridos son debidos a la hidrélisis de los compuestos
pécticos presentes en la pared celular, por la acciébn de enzimas pectinasas,

poligalacturonasas, celulasas y amilasas, asociados a la pérdida de turgencia celular
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debida a la transpiracién, dando como resultado final el ablandamiento de los frutos de

aguacate (Marquez et al., 2014).

3.2.10. Andlisis de perfil de textura

En la Figura 26 se observan los cambios en la dureza correspondiente al primer ciclo
en el APT durante el almacenamiento a 2°C de puré de aguacate envasado al vacio
con diferentes tratamientos, que representa la fuerza que se requerira durante la
primera mordida y la Figura 27 representa los cambios en la dureza correspondiente
al segundo ciclo en el ATP que significan la fuerza necesaria para alcanzar una

deformacion.
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Figura 26. Cambios en la dureza correspondiente al primer ciclo en el ATP durante
el almacenamiento.
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Para la dureza del ciclo 1 no se observan diferencias significativas en el analisis
estadistico para los tratamientos de alginato, nanoparticulas de alginato-ultrasonido,
nanoparticulas de alginato, nanoparticulas de tomillo y tomillo. En la muestra con
alginato-tomillo se presenta un ligero aumento de dureza debido a que el alginato

brind6 una ligera rigidez al puré de aguacate.
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Figura 27. Cambios en la dureza correspondiente al segundo ciclo en el ATP durante
el almacenamiento.

La Figura 27, muestra los cambios en dureza en el segundo ciclo de compresion
durante el almacenamiento de puré de aguacate. Se observa que las muestras con
alginato-ultrasonido, alginato, control, nanoparticulas de alginato, nanoparticulas de
tomillo, nanoparticulas de tomillo ultrasonido, nanoparticulas de tomillo-alginato-

ultrasonido, tomillo-ultrasonido, tomillo y ultrasonido, al someterlos a la segunda
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compresion, la dureza presenta una leve disminucion en los resultados. Esto se debe
a la consistencia que le brinda el aceite esencial de tomillo, el alginato de sodio, el
ultrasonido y las nanoparticulas, ya que al afladirlas al puré de aguacate pierde la
consistencia inicial, haciéndolo mas suave al paladar. Cabe destacar que la dureza del
puré de aguacate no presenta diferencias significativas del ciclo 1 al 2, esto quiere
decir que aun anadiendo ingredientes que brinden suavidad al producto, la muestra

retiene su capacidad de recuperacién tras ser sometida a una fuerza.

3.2.11. Adhesividad
La Figura 28 muestra los cambios de adhesividad en puré de aguacate almacenados
a2°C.
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Figura 28. Cambios de adhesividad del puré de aguacate durante el
almacenamiento.
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Los tratamientos con alginato-tomillo, nanoparticulas de tomillo y tomillo ultrasonido se
presentaron sin diferencias estadisticamente significativas (a = 0.05) durante el
almacenamiento, en valores de entre 8, 9 y 3, respectivamente. Por su parte, la
adhesividad del puré tratado con alginato-ultrasonido, alginato-tomillo-ultrasonido,
alginato, nanoparticulas de alginato, nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido,
tomillo y ultrasonido presenta una disminucién gradual conforme los dias de
almacenamiento. Los valores de adhesividad mas bajos se presentaron en los lotes
de puré de aguacate a los cuales se les incorporaron aceite esencial de tomillo con
ultrasonido y el control, es importante resaltar que los resultados obtenidos indican que
la textura del puré para estos tratamientos se pueden adherir con facilidad al paladar
al momento de consumirlo. En cambio, los demas tratamientos presentan una
adhesividad entre 6 a 12, indicando que el trabajo que se necesitd para separar la
placa del puré costé menos trabajo.

3.2.12. Cohesividad

En la Figura 29 se observan los cambios en la cohesividad del puré de aguacate
almacenados a 2°C. El lote tratado con alginato-tomillo, no presenta diferencias
estadisticamente significativas (a = 0.05) con valores de entre 0.8 y 0.7.
Comportamiento similar se presentd en los tratamientos con nanoparticulas de
alginato-ultrasonido, nanoparticulas de alginato, nanoparticulas de tomillo-ultrasonido,
nanoparticulas de tomillo-alginato-tomillo y ultrasonido. Sin embargo su cohesividad
fue de 0.7 a 0.6. Los cambios presentados representan la fuerza con la que estan
unidas las particulas, limite hasta el cual puede deformarse antes de romperse,
indicando que las particulas en el tratamiento de alginato-tomillo-ultrasonido estan
fuertemente unidas debido al efecto que el ultrasonido tiene sobre el polisacarido y el
aceite esencial de tomillo. En cambio si no se aplica el polisacéarido (alginato) este
pierde la union entre las particulas del aceite de tomillo con el aguacate perdiendo

también su firmeza.
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Figura 29. Cambios en la cohesividad del puré de aguacate durante el
almacenamiento.
3.2.13. pH

Los analisis de pH durante el periodo de almacenamiento para los diferentes
tratamientos se presentan en la Tabla 4. De acuerdo con Aguirre et al. (2017), el puré
de aguacate tiene un pH caracteristico cercano a la neutralidad, como lo muestran la
mayoria de los tratamientos y su valor disminuye gradualmente conforme los dias de
almacenamiento transcurren debido a la adicion de acidos presentes en los mismos

extractos.

Los resultados obtenidos, que van de 7.13, siendo el valor mas alto y 5.14 el mas bajo,
afines a los resultados reportados por Henriquez et al. (2012), permiten proponer que
los cambios en los valores de pH que se observaron durante el almacenamiento de los

diferentes tratamientos de puré de aguacate, se atribuyen a la liberacion de acidos
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organicos hacia la matriz del puré. El tratamiento con ultrasonido muestra el valor de
pH inicial méas alto (7.13), seguido por alginato-ultrasonido (7.02) y aceite esencial de
tomillo (7.01). Siguiendo su comportamiento todos los lotes presentan un descenso en
el pH para el sétimo dia, que podemos relacionarlo con la inactivacion de la actividad

enzimatica de la polifenoloxidasa (Vanini et al., 2010).

Tabla 4. Cambios en el pH respecto al tratamiento y tiempo de almacenamiento.

Tratamiento | Dia 0 Dia 3 Dia 7

X o X o X b2
Control 6.96 0.088 6.64 0.034 5.49 0.074
Ultrasonido | 7.13 0.07 6.82 0.05 5.84 0.01
Alginato de | 6.9 0.18 6 0.027 5.36 0.027
sodio
Alginato -] 7.02 0.09 6.34 0.03 5.62 0.02
ultrasonido
Tomillo 7.01 0.05 6.11 0.05 5.91 0.015
Tomillo- 6.80 0.06 6.82 0.05 5.52 0.02
ultrasonido
Alginato- 6.62 0.04 6.21 0.05 5.55 0.017
tomillo
Alginato- 6.75 0.05 6.02 0.04 5.55 0.017
tomillo-
ultrasonido
Nps de | 6.79 0.016 6.23 0.025 5.91 0.12
tomillo
Nps de | 6.84 0.04 6.18 0.01 5.74 0.017
tomillo-
ultrasonido
Nps de | 6.91 0.015 6.92 0.06 6.41 0.02
tomillo-alg
Nps de | 6.81 0.04 6.38 0.011 6.59 0.03
alginato-
tomillo-
ultrasonido
Nps de | 6.24 0.015 6.02 0.02 5.92 0.012
alginato

65



Los resultados obtenidos en este trabajo no presentan diferencias estadisticamente

significativas y son similares a estudios realizados en 2013 por Veladzquez et al. En los

que se concluye que la minima variacién de pH no representa influencia significativa

sobre los atributos de calidad y vida atil del puré de aguacate. Aunque para

potencializar la inactivacion de enzimas como la polifenoloxidasa, se necesita reducir

el pH a los valores alejados de su actividad y estabilidad 6ptimas.

2.2.14. Actividad de agua (Aw)

La actividad del agua constituye un parametro critico porque influye en la seguridad y

las propiedades mecanicas de los productos alimenticios (Dantas et al., 2018).

Tabla 5. Cambios en la actividad de agua respecto al tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 7
X o X o X o

Control 0.97 0.0005 | 0.976 0.001 0.975 0.002
Ultrasonido 0.975 0.003 |0.974 0.001 0.974 0.001
Alginato de sodio 0.976 0.001 | 0.976 0.0005 |0.973 0.001
Alginato -ultrasonido 0.973 0.001 |0.973 0.002 0.972 0.001
Aceite esencial de | 0.973 0.001 |0.974 0.001 0.975 0.001
tomillo
Tomillo-ultrasonido 0.971 0.002 |0.972 0.001 0.972 0.0005
Alginato-tomillo 0.971 0.001 |0.971 0.001 0.971 0.001
Alginato-tomillo- 0.974 0.002 |0.973 0.001 0.973 0.001
ultrasonido
Nps de tomillo 0.970 0.0005 | 0.970 0.001 0.970 0.001
Nps de tomillo- | 0.970 0.001 |0.970 0.001 0.970 0.001
ultrasonido
Nps de tomillo-alginato | 0.972 0.001 |0.972 0 0.972 0.001
Nps de tomillo- | 0.972 0.001 |0.972 0.001 0.972 0.0005
alginato- ultrasonido
Nps de alginato 0.970 0.001 |0.970 0.002 0.970 0.001
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De acuerdo a los resultados de la Tabla 5 obtenidos durante el muestreo de la
experimentacion, los tratamientos control, alginato de sodio, alginato-ultrasonido,
ultrasonido, tomillo-ultrasonido y alginato-tomillo-ultrasonido presentan una
disminucién durante los 7 dias de almacenamiento, debido a que la aplicacién de
ultrasonido rompe la estructura del puré de aguacate causando un proceso de
desecacion y los tratamientos con alginato disminuyen debido a que este polisacarido

ocupa el agua habida en el puré, dandole cierta estructura.

La actividad de agua del puré de aguacate con alginato de sodio-tomillo,
nanoparticulas de tomillo, nanoparticulas de tomillo-ultrasonido, nanoparticulas de
tomillo-alginato, nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido y nanoparticulas de
alginato se mantuvieron estables durante los siete dias de almacenamiento, lo cual
implica que no se tuvieron diferencias estadisticamente significativas (a=0.5) en ese

periodo.

Los resultados mencionados anteriormente, comprueban que ninguno de los
tratamientos modifico las propiedades coligativas, reologicas ni de textura, ya que
éstas dependen del contenido de agua en el alimento, aun cuando este influye
definitivamente en las reacciones quimicas, enzimaticas y microbiolégicas del propio
alimento (Badui, 1999).
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CONCLUSIONES

La actividad de agua del puré de aguacate disminuye con el tratamiento ultrasénico
durante su almacenamiento al vacio y refrigerado, sin embargo se demostré que el
procesamiento con nanoparticulas de aceite esencial de tomillo solas y en conjunto
con el ultrasonido y el alginato, contribuye a mantener la integridad del puré de
aguacate conservando su consistencia. A su vez, el pH presentd un descenso en todos
los tratamientos y el proceso combinado con nanoparticulas de aceite esencial de
tomillo alginato y ultrasonido presentaron una correlacion positiva en la estabilidad del

puré de aguacate.

La presencia de nanoparticulas de aceite esencial de tomillo, alginato y la sinergia con
el ultrasonido fueron efectivos en la conservacién del color verde en el puré de
aguacate, asi como en la luminosidad y por lo tanto en el AE. Por lo que en estos
resultados la adicion de nanoparticulas de alginato-tomillo-ultrasonido y alginato-

tomillo-ultrasonido disminuyeron el indice de oscurecimiento.

La presencia de alginato-aceite esencial de tomillo, nanoparticulas de tomillo-
ultrasonido y nanoparticulas de alginato-ultrasonido en conjunto con el vacio,
resultaron favorables en la firmeza del puré de aguacate, contribuyendo también de

manera positiva en la dureza, adhesividad y cohesividad del puré.

Se logré preservar el contenido de compuestos fendlicos en el puré de aguacate
incorporando nanoparticulas de tomillo-alginato-ultrasonido, nanoparticulas de
alginato y alginato de sodio, ambas con y sin ultrasonido. La actividad de la
polifenoloxidasa con alginato-aceite esencial de tomillo-ultasonido y alginato, present6

la menor actividad enzimatica. En cuanto a la actividad peroxidasa con los tratamientos
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de nanoparticulas de aceite esencial de tomillo con alginato y ultrasonido, la
combinacion de alginato con aceite esencial de tomillo y ultrasonido, y alginato con

ultrasonido inactiva esta enzima.

De esta manera las tecnologia emergentes, como la aplicacion de nanoparticulas,
ultrasonido, el vacio asi como el empleo de polisacéaridos, resulta favorable en la
inhibicibn del oscurecimiento enzimético causado; principalmente, por la
polifenoloxidasa y peroxidasa en el puré de aguacate, cuyo consumo Yy
comercializacion esta limitado por su rapido oscurecimiento por contacto directo con
el aire y también causado por refrigeracion del fruto, comprometiendo la calidad del

producto.
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