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RESUMEN

Entre los tratamientos alternativos al uso de quimicos propuestos para mejorar el manejo
poscosecha de litchi y rambutan se encuentran las inmersiones en acidos y el desarrollo
de recubrimientos comestibles y peliculas. Otra alternativa es el uso de microorganismos
para disminuir la incidencia de fitopatégenos por competencia y la produccion de
compuestos antagonistas. Estos tratamientos postcosecha estan bien documentados; sin
embargo, hay pocos reportes acerca de la combinacion de microorganismos Yy
recubrimientos. Por lo que es importante analizar las interacciones entre los agentes de
control bioldgico y los recubrimientos y sus efectos sobre la calidad postcosecha de los
frutos. El objetivo del presente trabajo consistié en estudiar el efecto de Lb. plantarum
como productor de acido lactico in situ y su interaccion con los recubrimientos de
quitosano, asi como su efecto en la conservacion poscosecha de frutos de rambutan y
litchi.

Se determind el efecto del quitosano en el crecimiento de tres especies de
bacterias lacticas. Lb. acidophilus y Lb. spp. mostraron menor crecimiento en presencia
de quitosano, mientras que Lb. plantarum fue el microorganismo que presentd la mayor
resistencia al biopolimero en las condiciones probadas, por lo que se seleccion6 para
estudios posteriores.

Se usaron dos metodologias para determinar la forma de aplicacion de los
lactobacilos en el recubrimiento. En la primera se incluyeron los lactobacilos se
dispersaron en la solucion de quitosano, para posteriormente formar las peliculas
mediante evaporacion de solventes. Las bacterias acido lacticas no mostraron viabilidad
en concentraciones de quitosano de 5, 10, 20 y 30 g/L, sin embargo, fueron capaces de
sobrevivir en una concentracion de 2 g/L. En la segunda, la incorporacion de los
lactobacilos se realiz6 sumergiendo las peliculas de quitosano, previamente preparadas
con soluciones de hasta 20 g/l mediante evaporacion de solventes de una suspension
celular. Con esta segunda metodologia las bacterias fueron capaces de sobrevivir por un
periodo de 10 dias sobre la superficie de las peliculas de quitosano en condiciones de

humedad relativa (HR) de 92 hasta 75 %.
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Los andlisis de permeabilidad al vapor de agua (WVP) mostraron que las
peliculas de quitosano tuvieron valores de permeabilidad de 2.1 gmm/kPadm® en
condiciones de prueba de 0 a 75 % de HR. Para mejorar las caracteristicas de
permeabilidad del quitosano se decidio entrecruzarlo con glutaraldehido (GA) a una
concentracion del 0.02 % (p/v), lo que produjo una disminucién significativa de la
permeabilidad (a < 0.05).

Se analiz6 la adicidon de fructosa como prebiodtico para mejorar la viabilidad de
Lb. plantarum sobre las peliculas. Los resultados mostraron que tanto la adicion de GA
como de fructosa, ayudaron a mantener las viabilidades de Lb. plantarum por mas
tiempo que con el quitosano nativo.

Se realizé un primer experimento con frutos de rambutan para analizar el efecto
de Lb. plantarum y quitosano en la retencion de la calidad de estos frutos. Los frutos de
rambutan (Nephelium lappaceum) fueron recubiertos con quitosano y Lb. plantarum 'y se
almacenaron a 10° y 25 °C durante 15 y 10 dias, respectivamente. Los factores
limitantes para la conservacion de los frutos se relacionaron con la pérdida de color del
pericarpio, la pérdida de peso y la senescencia de los frutos.

Los analisis de viabilidad mostraron que los valores de log de UFC de Lb.
plantarum combinado con quitosano no presentaron diferencias significativas (o < 0.05)
durante el periodo de almacenamiento a 10 °C y 25 °C. Los tratamientos de Lb.
plantarum solo o combinado con quitosano disminuyeron significativamente la pérdida
de peso y color (a* y L*) con respecto a los frutos control.

Los solidos solubles totales (SST) y el pH del jugo de los frutos almacenados a
10 °C, no mostraron diferencias significativas con respecto a los analisis iniciales, pero
si presentaron cambios significativos en el almacenamiento a 25 °C, lo que se atribuy6 a
la sobremaduracion y senescencia de los frutos. En contraste a los resultados observados
en el experimento in vivo, la viabilidad de las bacterias acido lacticas en los
recubrimientos de quitosano se redujo en un 71.8 % después de 10 dias de
almacenamiento a 25 °C y 75 % HR. Las determinaciones de 4cido lactico el el
pericarpio de los frutos mostraron que las bacterias lacticas se encontraban

metabodlicamente activas a 10 °C.
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Para complementar el estudio se investigd el efecto de Lb. plantarum y
quitosano, nativo y modificado con glutaraldehido, en la preservacion del color y la
calidad del Litchi chinensis sonn. La viabilidad obtenida en frutos tratados con Lb.
plantarum mostrd niveles mas altos en comparacion con los frutos control, de 5.3 a 4.5
log UFC/g fruto (o < 0.05) durante 21 dias de almacenamiento a 10° C y 75 % HR.

La aplicacion de las bacterias lacticas en el pericarpio del fruto redujo
significativamente la pérdida del color (a < 0.05), manteniendo los parametros de color
(L* y C*) en valores mayores a los de los frutos control durante los 21 dias de
almacenamiento (L*=29.36 + 1.36 y C*=25.77 + 1.32). Los andlisis realizados para
evaluar la concentracion de antocianinas por HPLC, mostraron que la cianidina-3-
rutinosido, la antocianina mas abundante en el pericarpio de litchi, tuvo una
disminucion menor a la del fruto control. Estos resultados tuvieron una buena
correlacion con la concentracion total de antocianinas determinada por
espectrofotometria (R220.9334). Por otra parte, los analisis de fenoles totales
mostraron que Lb. plantarum disminuyd su oxidacion, efecto que podria estar
relacionado con la reduccion de la pérdida de antocianinas. Como resultado de lo
anterior, la aplicacion de Lb. plantarum disminuy6 significativamente el oscurecimiento
y preservo el color rojo del pericarpio de litchi.

Por lo tanto, en ambos experimentos in vivo en rambutan y litchi se demostrd
que Lb. plantarum permanecid viable en la superficie de los frutos, solo 6 en
combinacion con quitosano. El desarrollo del microorganismo fue evidente por las
cuentas microbiolédgicas (log UFC) y por la produccion de acido lactico. Estos efectos
explican la conservacion del color en frutos de rambutdn y litchi. Ademas, Lb.
plantaum fue capaz de mantener la concentracion de antocianinas y fenoles en el

pericarpio del fruto de litchi.
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ABSTRACT

Acid dips, edible coatings and films are alternative treatments to the use of chemicals to
extend the storage life of litchi and rambutan fruits. The use of microorganisms to
diminish the incidence of phytopathogens by competition and production of
antagonistic compounds is another alternative. These postharvest treatments are well
documented, but few reports combining microorganisms and coatings are found in the
scientific literature. Therefore, it is important to study interactions between biological
control agents and coatings, and their effects on postharvest quality of fruits. The aim of
the present work was to study the effect of Lb. plantarum as an in situ biological
producer of lactic acid and its interaction with chitosan coatings as well as their effect
on postharvest life of rambutan and litchi fruits.

The effect of chitosan on the growth of three species of lactic acid bacteria was
determined. Lb. acidophilus and Lb. spp. grew to a lesser extent in presence of chitosan,
whereas Lb. plantarum displayed greater resistance to the biopolymer under the
conditions evaluated, hence it was selected for further use in this study.

Two methodologies were used in order to determine the form of application of
the selected microorganism in the fruit coatings. In the first one Lb. plantarum was
dispersed in the chitosan solution and subsequently the film was formed by casting. The
lactic acid bacteria did not show viability at chitosan concentrations of 5, 10, 20 and 30
g/L, but was able to survive at a concentration of 2 g/L. In the second methodology, the
microorganism was incorporated by dipping chitosan films (up to 20 g/L), previously
formed, in cellular suspensions. Bacteria were able to survive up to 10 days on chitosan
film surfaces in relative humidities (RH) up to 92 %. The analyses of water vapor
permeability (WVP) showed values for chitosan films of 2.1 gmm/kPadm? at 0 to 75 %
partial pressures. In order to improve chitosan WVP, a chemical crosslinking between
the biopolymer and glutaraldehyde (0,02 % (w/v) was made. Our results showed a
significant reduction in permeability of the modified chitosan (a < 0.05).

The addition of fructose as prebiotic improved Lb. plantarum viability. The
results showed that glutaraldehyde and fructose addition helped to maintain Lb.

plantarum viabilities during longer periods than unmodified chitosan.
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An experiment with rambutan (Nephelium lappaceum) was conducted in order
to evaluate the effect of Lb. plantarum and chitosan on the fruit quality retention. Ripe
fruits coated with chitosan and bacteria were stored at 10 © and 25 °C for 15 and 10
days, respectively. The limiting factors for rambutan conservation were related to
pericarp discoloration, weight loss and fruit senescence.

The viability analyses showed that Lb. plantarum combined with chitosan did
not present significant changes (a < 0.05) in log CFU values during the storage period at
10 °C and 25 °C. Lb. plantarum alone and combined with chitosan, significantly
diminished weight and color losses (a* and L*) with respect to control fruits.

Total soluble solids (TSS) and pH of juice extracted from fruits stored at 10 °C
did not show significant differences with respect to the initial values, but a significant
difference was found at 25 °C possibly due to the more advanced senescence process of
fruits stored at the higher temperature. In contrast to the results observed in the in vivo
experiment, the viability of lactic acid bacteria on chitosan coatings was reduced 71.8 %
after 10 days of storage at 25 °C and 75% HR. Lactic acid determinations showed that
the lactic bacteria were metabolically active.

The effect of Lb plantarum alone and in combination with unmodified chitosan
and chitosan modified with glutaraldehyde on the preservation of color and quality of
Litchi chinensis sonn was also investigated. The viability observed in fruits treated with
Lb. plantarum showed higher log CFU values in comparison with control fruits, ranging
from 5.3 to 4.5 log CFU/g fruit (a0 < 0.05) at 21 days of storage at 10 °C and 75% RH.
The application of bacteria on fruit pericarp significantly reduced color loss (a < 0.05),
maintaining color values (L* and C*) above those of the control fruits at 21 days of
storage (L* = 29.36 + 1.36 and C* = 25.77 + 1,32). The HPLC analyses to evaluate
anthocyanins of the rind showed that cianidyn-3-rutinoside, the more abundant
anthocyanin of litchi pericarp, had a smaller reduction than that registered in control
fruits. These data were correlated with total anthocyanins determined by
spectrophotometry (R? = 0.9334). The analyses of phenols showed that Lb. plantarum
diminished the oxidation of these compounds, effect that could be related to the

observed reduction in the loss of anthocyanins. As a result, the application of Lb.
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plantarum significantly diminished browning and preserved the red color of litchi
pericarp.

Therefore, both rambutan and litchi in vivo experiments demonstrated that Lb.
plantarum remained viable on fruit surfaces alone or in combination with chitosan. The
development of microorganisms was evident by microbiological counts (log CFU
values) and the lactic acid production. These effects explained the color preservation of
rambutan and litchi fruits. Additionally, Lb. plantaum was able to maintain

anthocyanins and phenols on the litchi pericarp.
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I. INTRODUCCION

La generacion de microatmosferas modificadas en el interior de los frutos por aplicacion
de peliculas y recubrimientos es una alternativa de conservacion poscosecha, sin
embargo para la elaboracion de estos cubrientes de superficie es importante tener en
cuenta la seleccion de los materiales, concentracion, naturaleza quimica y posible
interaccion entre ellos, asi como las condiciones de preparacion y pruebas para la
caracterizacion de sus propiedades mecanicas y de barrera al transporte de gases.

Uno de los materiales estructurales que ofrece muchas ventajas para formular
recubrimientos y peliculas es el quitosano, debido a su actividad antimicrobiana y su
excelente compatibilidad con otras sustancias (Nisperos-Carriedo, 1994).

La combinacidon de microorganismos con tratamientos hidrotérmicos y algunas
sustancias activas, tales como fungicidas y recubrimientos para la conservacion
poscosecha de frutos es una de las nuevas alternativas para disminuir el uso de
sustancias quimicas y conservar la calidad quimica y sensorial de los frutos,
contribuyendo también a las condiciones de inocuidad que exigen los mercados
(Govender, et al., 2005; El Ghaouth, et al., 2000). Lb. plantarum ha sido utilizado como
agente de biocontrol en la industria alimentaria por su produccion de acido lactico y
algunos compuestos antimicrobianos (Reina, et al., 2005). Por otra parte, se ha sugerido
el uso de quitosano como soporte de esta bacteria para la producion de acido lactico e
incluso también se le ha propuesto como cubriente y protector para la formulacion de
microcapsulas de bacterias lacticas (Krishnan et al., 2001; Iyer et al., 2005).

Sin embargo, es insuficiente la informacion acerca de las interacciones entre el
quitosano, las bacterias acido lacticas (BAL) y el efecto de ambos en la calidad
poscosecha de frutos. Por otra parte, es indispensable estudiar los efectos de la
temperatura y humedad relativa en el comportamiento de la BAL y su relacion con el
quitosano, asi como la combinacion de estos dos factores sobre la conservacion
poscosecha de frutos. Por lo tanto, en este estudio se elaboraron recubrimientos de
quitosano con la incorporaciéon de una BAL, se analiz6 la interaccion del material

estructural sobre el desarrollo del microorganismo, su funcionalidad y se evalud su
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efecto en la calidad postcosecha de litchi y rambutdn en condiciones reales de

almacenamiento.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Peliculas y Recubrimientos

El uso de peliculas y recubrimientos para mejorar la calidad y vida comercial de
frutas y hortalizas es comun, ya que tienen la capacidad de retardar la velocidad de
respiracion, disminuir la pérdida de vapor de agua y emanacion de compuestos volatiles
y de combatir, controlar y/o prevenir el crecimiento de larvas y microorganismos
(Gontard et al., 1994). En frutos y hortalizas también se ha observado que las bajas
presiones de oxigeno, generadas en el interior de los frutos por las peliculas y
recubrimientos, tienen efectos benéficos sobre la fisiologia del producto, tales como la
reduccion de la tasa respiratoria, la inhibicion de la produccion y accion del etileno, asi

como la reduccion de algunas fisiopatias (Ke y Kader, 1992; Pesis, et al., 1993).

2.1.1. Polimeros utilizados para la formacion de peliculas y recubrimientos

La seleccion de los materiales para formar recubrimientos, se realiza en funcioén
de sus caracteristicas y de las condiciones a las que seran sometidos en el recubrimiento.
Los biopolimeros usados para la formacién de recubrimientos se clasifican de acuerdo a
su composicion, carga molecular y solubilidad en agua, pudiendo utilizarse
polisacéridos, proteinas, ceras naturales y resinas (Donhowe y Fennema, 1994; Bésquez-
Molina, 2004). Sin embargo, es importante resaltar que los biopolimeros naturales de
alto peso molecular proporcionan una matriz macromolecular con resistencia cohesiva,
con mejor funcionalidad (Diaz-Sobac, 2003). Los carbohidratos y las proteinas tienen la
capacidad para formar peliculas de excelente integridad, sin embargo, dicha capacidad
depende de sus caracteristicas quimicas. La carga de un polimero puede ser determinante
para la formacién de una pelicula; por ejemplo los alginatos y las pectinas requieren la
adicion de un 16n polivalente, usualmente calcio, para facilitar la formacion de la
pelicula y al igual que las proteinas son susceptibles a cambios de pH (Donhowe y

Fennema, 1994).
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Existen aditivos que pueden mejorar y modificar las propiedades mecanicas,
nutritivas y sensoriales de los recubrimientos, tales como: plastificantes, surfactantes y
conservadores quimicos. Sin embargo, también pueden alterar adversamente las
propiedades de permeabilidad al vapor de agua, gases o transporte de solutos; su
influencia dependera de su concentracion, estructura quimica, grado de dispersion en la

pelicula y grado de interaccidon con el polimero (Kester y Fennema, 1986).

2.1.2. Propiedades funcionales de los recubrimientos comestibles

Un recubrimiento es una delgada capa de material comestible formado sobre un
alimento a partir de una emulsion o hidrodispersion que es aplicado por atomizacion,
inmersion, aplicaciéon mecanica o manual con brochas (Bosquez ef al., 2000). Ademas,
estos recubrimientos son biodegradables con lo cual se evita la acumulacion de
desechos y problemas ambientales (Petersen et al., 1999). La aplicacion de
recubrimientos comestibles proporciona muchas ventajas respecto a la interaccion de los
alimentos frescos con el medio que los rodea, como la disminucion del intercambio
gaseoso (O, y CO,), migracion de grasas y aceites, y transporte de solutos, mejorando
las propiedades mecanicas y la integridad de los alimentos, ademas de la retencion de

los compuestos volatiles, (Kester y Fennema, 1986).

2.2. Quitosano

2.2.1. Quitina

La quitina es uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza después
de la celulosa, con caracteristicas estructurales y quimicas similares, es uno de los
componentes estructurales mayoritarios del exoesqueleto de insectos, crusticeos,
artropodos, anélidos, moluscos, celenterados y es componente de la pared celular de
algunos hongos como los ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos,

asi como de algas como las diatomeas (Shahidi, et al., 1999).
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2.2.2. Quitosano

El quitosano, un derivado desacetilado de la quitina (2-amido-2-desoxi-beta-D-
glucosa) (Fig. 1), es uno de los compuestos mas prometedores para la elaboracion de
peliculas y recubrimientos debido a que es un biopolimero natural no tdxico,
biodegradable, biofuncional, biocompatible y con poder antimicrobiano (El Ghaouth, et
al., 1991; Wang, 1992; Darmadji e Izumimoto, 1994; Jongrittiporn, et al., 2001;
Plascencia-Jatomea et al., 2003). Este biopolimero posee actividad antimicrobiana
contra una amplia variedad de microorganismos incluyendo hongos, algas y algunas
bacterias. Su funcionalidad y actividad del quitosano dependen de sus caracteristicas
como peso molecular (Mw), grado de acetilacion (DA), célula huésped, presencia de
nutrientes naturales, composicion quimica o nutricional de los sustratos y condiciones

ambientales (Plascencia-Jatomea, 2004; Pacheco et al., 2007).

CH ,;0H CH,0H
%) 0,

O

H NHCOCH ; H NH;

Figura 1. Estructura quimica del quitosano (Fwu-Long, ef al., 2006).

Las peliculas formadas a partir de quitosano son claras, fuertes, flexibles, buenas
barreras al oxigeno y se forman por moldeo de soluciones acuosas; protegen los
alimentos de la degradacion por hongos y modifican la atmosfera de frutos frescos
(Nisperos-Carriedo, 1994). Estudios previos demuestran que estas peliculas tienen un
alto potencial para prolongar la vida de almacenamiento y controlar la senescencia y
descomposicion de muchos frutos, tales como: durazno, fresa y uva (Du, ef al., 1997; El

Ghaouth, et al., 1991; Romanazzi, et al., 2002).
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2.2.3. Propiedades y caracteristicas del quitosano

Como se menciond previamente, el quitosano es biodegradable, no toxico,
biocompatible con células y tejidos animales, puede ser quimica o enzimaticamente
modificado, es insoluble en agua, disolventes inorganicos y medios alcalinos, pero es
soluble en acidos orgéanicos diluidos como: 4cido acético, formico, succinico, lactico y
malico, cuando el pH de la solucion es inferior a 6 (Rabea ef al., 2003).

Las propiedades y caracteristicas del quitosano como pureza, viscosidad,
desacetilacion, peso molecular y estructura polimoérfica pueden variar debido a varios
factores en su proceso de manufactura, que pueden influir en las caracteristicas finales
del producto (Goosen, 1997). Dependiendo del estado del quitosano ya sea sélido o en
solucion, existiran otros parametros que jueguen un papel importante. En el estado
solido, las propiedades dependen de la accesibilidad y la movilidad de las cadenas del
polimero, parametros relacionados con la cristalinidad y morfologia, la hidratacion y la
cinética de hidratacién. En solucion las propiedades dependen de los pardmetros de
solubilidad y conformacién. La viscosidad de las soluciones de quitosano se ven
afectadas por el grado de acetilacion, peso molecular, concentracion, pH y temperatura,
menores concentraciones del biopolimero permiten una mayor solubilidad, asi como
menores grados de acetilacion, aumentan la viscosidad de la solucion (Rabea et al.,

2003).

2.2.4. Actividad antimicrobiana

Se ha reportado actividad antimicrobiana del quitosano contra diversos
microorganismos incluyendo hongos, algas y algunas bacterias gram negativas y
positivas. Esta actividad depende de factores intrinsecos como el tipo de quitosano, el
peso molecular, el hospedero, la composicion nutritiva y quimica del sustrato, pH del
medio de cultivo y las condiciones ambientales. La actividad antimicrobiana del
quitosano es mas alta a pH de 6.0 o menores, de 7.5 contra hongos fitopatdogenos,

debido a la protonacion de la mayoria de los grupos aminos (Rabea et al., 2003).
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2.2.5. Mecanismos de accion del quitosano

Los mecanismos exactos de accion ain no se conocen. Sin embargo, diversos
investigadores han propuesto la existencia de interacciones entre las cargas (+) del
quitosano y las cargas (-) de la membrana celular, con la consecuente desnaturalizacion
o rompimiento de los componentes celulares o proteinicos de los microorganismos
(Shahidi, et al., 1999); también se ha propuesto la capacidad quelante del quitosano
sobre oligoelementos importantes para el desarrollo celular; la activacion de mecanismos
de defensa en las células huésped, los cuales se relacionan con la reduccion de
aflatoxinas, la induccién de fitoalexinas y de compuestos fendlicos, y el incremento en la
produccion de quitinasas, quitosanasas, glucanasas o fenilalanina amonia-liasas (Vander
et al., 1998); también se ha propuesto la penetracion del quitosano al interior de la célula
microbiana y su interaccion con el DNA, inhibiendo la sintesis de proteinas (Plascencia-
Jatomea, 2004).

Las actividades antimicrobianas del quitosano difieren notablemente con
respecto a su peso molecular ya que se ha reportado que los quitosanos con alto peso
molecular son mas efectivos disminuyendo el crecimiento de algunas bacterias gram
positivas que sus oligdmeros, ademads el acido orgéanico utilizado como solvente también
influye sobre su actividad, particularmente se ha observado que el 4cido acético no
afecta el crecimiento de bacterias lacticas, pero si el de otras bacterias gram positivas y

negativas (Hong Kyoon et al., 2002).

2.2.6. Caracteristicas de barrera de los recubrimientos de quitosano

El quitosano forma peliculas y recubrimientos claros, fuertes, flexibles y con
buenas propiedades de barrera al oxigeno (Nisperos-Carriedo, 1994). Caner et al.,
(1998) reportaron que las peliculas de quitosano producidas con acido acético mostraron
los valores mas bajos de permeabilidad al vapor de agua comparados con los obtenidos
con otros acidos (propidnico, formico y lactico). Por otra parte, Wiles et al., (2000)
probaron diferentes grados de acetilacion del quitosano en la formacién de peliculas y no
encontraron diferencias significativas entre los valores de permeabilidad al vapor de
agua. Park et al., (2002) reportaron que la fuerza de las peliculas se increment6 cuando

se aumentd el peso molecular, observandose los valores mas altos cuando se utilizo
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acido acético como solvente. La fuerza del recubrimiento pudo haber sido producto de la
formacion de dimeros por el efecto del disolvente (Park et al., 2002). Otros resultados
demuestran que los quitosanos de alto grado de acetilacion muestran bajos valores de
permeabilidad al vapor de agua, que no se ven afectados por la variacion de pH cuando

se utiliza 4cido acético como disolvente (Myong ef al., 2000).

2.2.7. Combinacion del quitosano con sustancias activas

Una de las caracteristicas importantes de los recubrimientos elaborados con
quitosano es que se les pueden incorporar diversas sustancias activas tales como
compuestos antimicrobianos, antioxidantes, nutrientes, colorantes y saborizantes, que
pueden ser liberados de manera controlada (Park y Zhao, 2004). Ouattara et al., (2000)
reportaron que las formulaciones enriquecidas con acidos acético y propidnico liberaron
concentraciones entre 2 y 22 %, permaneciendo en la matriz estructural de 48 a 168 h
para cada 4cido respectivamente, inhibiendo el crecimiento de algunas bacterias
(Enterobacteriaceae y Serratia liquefaciens), pero no el de bacterias acido-lacticas.

Algunas biomoléculas como la lisozima pueden combinarse exitosamente con
quitosano para incrementar su biofuncionalidad y eficacia antimicrobiana. La eficacia
litica de la lisozima hacia Micrococcus lysodeikticus o Micrococcus luteus ha sido
evaluada en estructuras poliméricas naturales o sintéticas tales como celulosa,
poliacrilamida (Datta et al., 1973), quitosano, silica gel, poliestireno y divinil benceno
(Crapisi et al., 1993). Cuando la lisozima es incorporada a la matriz de recubrimientos
de quitosano es liberada de manera controlada, reteniendo su actividad litica contra la

pared celular bacteriana (Park et al., 2004).

2.2.8. Modificaciones quimicas del quitosano

Una de las deficiencias més notables del quitosano, se presenta con la
disminuciéon de las propiedades mecéanicas y el debilitamiento de su estabilidad
estructural, particularmente cuando acarrea demasiada humedad o virtualmente se
“moja” (Knaul et al., 1999). Para disminuir estas deficiencias, se han propuesto diversas
modificaciones quimicas. Knaul et al, (1999) mejoraron significativamente las

caracteristicas mecanicas del quitosano cuando lo entrecruzaron quimicamente con
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glioxal y/o glutaraldehido. Por otra parte, Fwu-Long, et al., (2006) disminuyeron la
WVP de péliculas de quitosano cuando entrecruzaron este biopolimero con
glutaraldehido y acido aglicon-geniposidico. En este mismo estudio se observo que la

actividad antimicrobiana del material no se vio afectada por el entrecruzamiento.

2.2.9. Combinacion de quitosano con microorganismos

Diversos estudios demuestran que las propiedades funcionales del quitosano
pueden mejorar y aportar una alternativa muy prometedora para asegurar la calidad y
seguridad de los productos alimenticios. En particular, algunos investigadores han
probado la combinacién de quitosano o sus derivados con microorganismos para
mejorar productos alimenticios o mejorar las caracteristicas de soportes para la
produccion de acido lactico (El Ghaouth et al., 2000; Goksungur et al., 2005). Zhou et
al., (1998) reportaron que el recubrimiento de este biopolimero a microcapsulas de
alginato, puede ayudar a liberar controladamente bacterias 4cido lacticas
microencapsuladas durante la produccion de productos lacteos como el queso. De
acuerdo con estos reportes, se puede proponer la aplicacion de quitosano con algunas

bacterias lacticas sin afectar severamente su viabilidad.

2.3. Bacterias acido lacticas

2.3.1. Definicion general.

Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos integrado por
géneros con caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y metabdlicas en comun. Pueden
ser descritos como cocos o bacilos Gram-positivos no esporulados, anaerdbicos,
microaerofilicos o aerotolerantes; los cuales son oxidasa, catalasa y bencidina negativos,
carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen acido lactico como el

unico o principal producto de la fermentacion de los carbohidratos (Carr et al., 2002).

2.3.2. Clasificacion.
Pueden clasificarse en géneros diferentes dependiendo de su morfologia, modo

de fermentacion de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), crecimiento a
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diferentes temperaturas, configuracion del acido lactico producido, habilidad para crecer

a alta concentracion de sal y tolerancia acida o alcalina (Axelsson, 1998).

2.3.3. Caracteristicas fermentativas

Las BAL que poseen la enzima aldolasa y producen acido lactico como el
producto principal de la fermentacién de la glucosa utilizando la via de glucdlisis
(Embden-Meyerhof) son clasificadas como homofermentativas, mientras que, las
heterofermentativas convierten hexosas a pentosas por la via de 6-fosfogluconato-
fosfocetolasa, produciendo en el proceso ademés de 4cido lactico, algunos otros

productos como acetato, etanol y CO, (Carr et al., 2002).

2.3.4. Lactobacillus plantarum

Lb. plantarum es una de las bacterias acido lacticas homofermentativas mejor
conocidas y usadas de manera comun para la produccion de acido lactico a partir de
varios azucares fermentables (lactosa, sacarosa, glucosa y fructosa). Este
microorganismo presenta altos rangos de conversion de estos carbohidratos, pero
también es capaz de asimilar algunos otros compuestos como pectinas presentes en las
plantas y por tanto es uno de los microorganismos dominantes en la fermentacion de

vegetales (Fu y Mathews, 1999).

2.3.4.1. Componentes antimicrobianos producidos por Lb. plantarum
Recientemente las BAL han tomado gran importancia en el campo de los
alimentos debido a que se ha observado que pueden controlar el crecimiento de diversos
microorganismos (Laitila, ez al., 2004). Estos es debido a su habilidad para acidificar el
medio y producir una gran variedad de compuestos con amplio espectro antimicrobiano
tales como: 4acido lactico, acidos organicos, peroxido de hidrogeno, bacteriocinas, y
compuestos de bajo peso molecular (Ouwehand, 1998; Cataloluk, 2001). Lb. plantarum
es capaz de producir diferentes compuestos con actividad antimicrobiana (acidos fenil
lactico, 4-hidroxi fenil lactico, benzoico, 5-metil-2, 4-imidazolidinediona, tetrahidro-4-
hidroxi-4-metil-2H-pirano-2-ona y 3-(2- metil propil)-2, 5-piperazinediona), los cuales

son efectivos contra lactobacilos, lactococos, algunos patdégenos como Listeria
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monocytogenes, Bacillus cereus 'y Clostridium perfringens (Enan et al., 1996; Suma et
al., 1998) y algunos hongos como Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. graminearum
y F. oxysporum (Niku-Paavola et al., 1999; Lavermicocca et al., 2000; Laitila et al,
2002).

2.3.5. Produccion de acido lactico

La produccion de acido lactico y otros acidos organicos en el medio, lleva a una
acumulacion y disminucion del pH del ambiente, inhibiendo a bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas. La forma no disociada de este 4cido orgéanico tiene la capacidad de
penetrar la pared celular microbiana, donde el pH mas alto del contenido celular
promueve su disociacion, liberando iones hidrogeno y el anion correspondiente;

interfiriendo con el metabolismo celular (Ouwehand, 1998; Hall, 2002).

2.3.6. Fermentacion acido lactica

La fermentacion acido lactica, es uno de los métodos mas antiguos para
preservar alimentos, que consiste en un proceso microbiano muy complejo en el cual
una poblacion de bacterias lacticas llega a ser la microflora predominante. Mediante
este proceso, se obtienen productos estables debido a la répida fermentacion lactica
anaerobica, la cual reduce el pH a niveles que inhiben el crecimiento de

microorganismos oportunistas que descomponen los alimentos (Shirai et al., 1996).

2.3.7. Factores que afectan la fermentacion acido lactica

La produccion de acido lactico y los compuestos antimicrobianos depende de la
composicion y condiciones del medio siendo los principales factores que influyen: 1)
carbohidratos fermentables; ii) factores organicos e inorganicos de crecimiento; iii)
anaerobiosis; 1v) temperatura; v) cloruro de sodio; vi) acidos orgénicos y pH; vii)
dioxido de carbono; viii) compuestos inhibitorios; ix) capacidad amortiguadora del
sustrato; x) namero inicial de bacterias acido lacticas; y xi) numero inicial de

microorganismos competitivos (Owens y Mendoza, 1985).
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2.3.8. Inmovilizacion de bacterias lacticas en soportes

Las bacterias acido lacticas han sido inmovilizadas para permitir su desarrollo en
condiciones adversas de actividad de agua (ay,), pH o temperatura, asi como para mejorar
su aplicacion. La inmovilizacion se ha realizado en diversos soportes, tales como
alginato, quitosano y otros polimeros; de esta forma se ha mejorando su liberacion,
actividad y viabilidad. Elezi et al, (2003) probaron exitosamente la inmovilizacién
celular de Lactobacillus brevis, en celulosa deslignificada para la produccion en
bioreactores por lote de acido lactico, disminuyendo el tiempo de fermentacion de 48 a
13 h. Por otra parte, Zhou et al., (1998) reportaron que la produccion de acido lactico por
bacterias lacticas puede disminuir con la inmovilizacién celular, pero puede ser
compensada por el aumento de la carga celular sobre los soportes.

Para la sobrevivencia y liberacion de bacterias en quitosano, el peso molecular
del polimero es un factor determinante, ya que su actividad y liberacioén celular se ve
disminuida en soportes con quitosano de bajo peso molecular (Zhou et al, 1998),
aunque por otra parte, la estabilidad de las BAL se ve mejorada en soportes de alginato
recubiertos con quitosano de alto peso molecular, incluso en condiciones muy acidas
(pH de 1 a 3) (Lee et al, 2004; Iyer et al., 2005). En contraste, Goksungur et al., (2005),
analizaron la produccion de acido lactico por Lb. casei NRRL B-44, aumentado la
bioconversion de lactosa a acido lactico, disminuyendo el rompimiento celular cuando
las células se inmovilizaron en soportes de alginato-quitosano en comparacion con
soportes de alginato-Ca, incluso encontraron que las células fueron tan estables, que se
pudieron reutilizar hasta cinco veces sin pérdida de la actividad celular o deformacion.
Lo anterior muestra que el quitosano a pesar de tener un efecto antimicrobiano, puede
servir como soporte y tener un efecto protector para algunos microorganismos,

permitiendo su sobrevivencia y actividad.

2.3.8.1. Liberacion celular a partir de soportes

La inmovilizacion celular de BAL para la produccion de 4acido lactico en
soportes de alginato de calcio, puede llevar al desplazamiento de los iones calcio por los
iones lactato, que desestabilizan la matriz y llevan a la ruptura de la estructura o su

disolucion (Audet et al., 1989; Li, 1996). Ademas, las células bacterianas cercanas a la
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superficie o que se encuentran en esta periferia, pueden facilmente separarse de los
soportes y crecer en los medios de cultivo (Tanaka et al., 1989). Para estabilizar estas
matrices y evitar la consecuente disociacion celular, se han probado diversos
recubrimientos como poli-L-lisina, polietilen imina, glutaraldehido y quitosano
(Champagne ef al., 1992; Bodalo et al., 1997; Goksungur et al., 2005).

Por otra parte, debe tomarse en cuenta que la liberacion celular es parte esencial
de la actividad y desarrollo de los microorganismos en los soportes. Audet et al., (1998)
reportaron que el crecimiento celular puede desarrollarse en colonias alojadas en
pequenias cavidades cercanas a la superficie de los soportes. Entonces, la fuerza celular
de las microcolonias en estas cavidades puede disminuir la resistencia y abrir brechas en
la estructura del soporte permitiendo asi la liberacion celular. Cachon et al.,, (1995)
también mostraron que Lb. lactis puede colonizar eficientemente la periferia de soportes
de alginato formando un “estado estacionario”, contribuyendo a la liberacion de BAL a
través del crecimiento celular. Smidsrod y Skjak-Braek (1990) reportaron que soportes
de alginato (2 % p/v) tienen tamaiio de poro entre 0.005-0.2 um mucho mas pequefios
que la mayoria de las células (> 0.5 um) y por tanto interfieren con el movimiento
celular a través del soporte, en dicho estudio se observé crecimiento celular en cadenas
cortas de 3-5 células a través del soporte.

La encapsulacion celular puede preservar por largos periodos la viabilidad de las
bacterias acido lacticas. Song et al., (2003) mostraron que la encapsulacion de Lb. casei
en soportes de alginato puede conservar su viabilidad durante un periodo de 6 semanas
con una cuenta de 2.0 + 5 x 10’ UFC/mL, con respecto a valores de 3.0 + 0.5 x 10*
UFC/mL de bacterias no encapsuladas. Por otra parte, se ha observado que la utilizacion
de prebidticos como raftilina, raftilosa y amilosa de maiz mejoran la sobrevivencia y
estabilidad de bacterias lacticas encapsuladas en soportes de alginato recubiertos con

quitosano en condiciones de pH 2.0 (Iyer y Kailasapathy, 2005).
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2.4. Frutos

2.4.1. Desarrollo fisiolégico

La vida de los frutos puede dividirse en tres etapas fisioldgicas: el crecimiento,
la maduracién y la senescencia; aunque no es facil establecer una clara distincion entre
las dos ultimas. El crecimiento implica la division celular y el subsiguiente desarrollo de
las células que dan cuenta del tamafo final alcanzado por el fruto y de la especializacion
de sus tejidos. La maduracion suele iniciarse antes de que termine el crecimiento e
incluye diferentes actividades en los distintos frutos. Al crecimiento, especializacion de
tejidos, maduracion y senescencia suele hacerse referencia conjunta hablando de
desarrollo. La senescencia es un fendmeno genéticamente programado y altamente
regulado durante el cual algunas rutas biosinteticas se inhiben y otras se activan. Esta
incluye cambios dramaticos en la mayoria de los organelos, particularmente en los
plastidos, las células mesofilicas y el tejido parenquimatico de la pulpa de los frutos

que conducen finalmente a la muerte (Dangl, ef al., 2002).

2.4.1.1. Cambios sesoriales durante la maduracion

Es importante sefalar que existe un periodo en el que los frutos adquieren las
caracteristicas de aroma, sabor, textura, color y suculencia que los definen como
comestibles, proceso que es conocido como maduracion de consumo. La division y el
crecimiento del fruto solo se completan cuando éste permanece unido a la planta, pero la
maduracion de consumo y la senescencia pueden proseguir después de la cosecha en
frutos climatéricos (Willis et al., 1989). El fruto sufre tras la recoleccion, numerosas
transformaciones fisicas y quimicas determinantes para su aceptacion por el consumidor.

Los atributos de calidad del fruto producto de estas transformaciones pueden ser
agrupados en: cambios de olor, color, sabor y textura. La maduracion de consumo es un
cambio que transforma el tejido fisiolégicamente maduro pero no comestible en otro
visual y gustativamente atractivo; ademas sefiala las etapas finales del desarrollo y

constituye el comienzo de la senescencia (Pérez y Laborde, 1994).
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Estos cambios representan un amplio espectro de procesos bioquimicos sintéticos
y degradativos, muchos de los cuales estan relacionados entre si. Dos de los mas
importantes son la respiracion y la sintesis de etileno, fendmenos que han recibido una
atencion prioritaria cuando se intenta explicar el mecanismo del proceso de maduracion

(Willis et al., 1989).

2.4.2. Frutos climatéricos

Muchos frutos exhiben un gran incremento en la tasa respiratoria en la parte
final de la maduracion, este periodo es llamado climaterio y por ello se les llama a este
tipo de frutos climatéricos. Durante las fases finales del crecimiento celular del fruto, la
respiracion de los frutos disminuye a valores muy bajos; sin embargo es seguido por un
incremento de cuatro a cinco veces en la tasa con la llegada de la maduracion de
consumo, denominado pico respiratorio o climatérico y posteriormente la respiracion
disminuye en el periodo post climatérico 6 senescencia (Kays, 1991). Los frutos
climatéricos se caracterizan también porque la sintesis de etileno se incrementa en
respuesta a la exposicion a bajos niveles de esta hormona (proceso denominado

produccion autocatalitica de etileno).

2.4.3. Frutos no climatéricos
El climaterio respiratorio no ocurre en todos los frutos, muchos de ellos no
parecen mostrarlo. Més bien, los frutos no climatéricos mantienen una relativamente

baja, pero consistente tasa respiratoria durante la maduracion de consumo (Kays, 1991).

2.4.4. Uso de Microorganismos en Frutos

A pesar de que los recubrimientos son una de las mejores opciones para el
control poscosecha de patdgenos en frutos, los largos tiempos de almacenamiento
disminuyen su habilidad para el control de patégenos. Una de la alternativas, es el uso
de microorganismos para controlar el crecimiento de patogenos y disminuir la
incidencia de enfermedades poscosecha (Cooke, 1993). El control biologico es

actualmente una de las opciones mas prometedoras para reducir el uso de fungicidas
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sintéticos (Fan y Tian, 2001; El Ghaouth et al., 2002). Por ello se han investigado las
adaptaciones ecoldgicas y las caracteristicas de crecimiento de los microorganismos en
diversos frutos, ya que las bacterias aisladas del mismo tipo de producto, tendran las
mayores ventajas de sobrevivir en este tipo de microecosistemas (Vescovo et al, 1996;
Breidt y Fleming, 1997).

Las BAL han sido ampliamente estudiadas para controlar el crecimiento de
patogenos en productos fermentados. Especies como Lb. plantarum tiene efectos
fungistaticos, controlando el desarrollo de Fusarium en el malteado de la cebada, efecto
relacionado con la produccion de compuestos de bajo peso molecular, como el acido
lactico y el acido benzoico entre otros (Niku-Paavola, et al., 1999; Laitila et al., 2002).
Sin embargo, no se han explotado sus propiedades y caracteristicas en frutos, ya que
algunas especies de BAL son flora normal de estos productos.

La aplicacion de microorganismos de biocontrol después de la cosecha solo ha
tenido resultados preventivos, por lo cual el control de los patdégenos poscosecha no
puede basarse solamente en la aplicaciéon de estos microorganismos. Por lo tanto, se
recomienda su uso dentro de esquemas de manejo que integren practicas apropiadas,
tales como el uso de recubrimientos, métodos de recoleccion, manejo y desinfeccion, asi

como el uso de sustancias naturales que potencien la accién de estos microorganismos.

2.4.5. Rambutan

El rambutan (Nephelium lappaceum) es un fruto no climatérico altamente
perecedero, de la misma familia (Sapindaceae) que el litchi y longan. Este fruto es
nativo del oeste de Malasia y de la isla de Sumatra (Watson, 1988; Tindall, 1994). Entre
las principales regiones productoras en el mundo se encuentran Indonesia, Malasia,
Singapur, Tailandia, Vietnam y Australia.

En nuestro pais es un fruto poco conocido, pero existe potencial para
incrementar su consumo, asi como para el establecimiento y desarrollo de huertas. En el
2008 segun datos de la SAGARPA, se obtuvo una produccion de 865 toneladas en una
superficie de 117.5 hectareas, que se puede comercializar a un precio en el medio rural
de 15,000 pesos por tonelada con un costo de produccion de 6,000 pesos/Ton (SIAP,
SAGARPA, 2009; FIRA, 2009). Cabe mencionar que en el mercado al menudeo este
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fruto, se puede llegar a cotizar entre 60 y 70 pesos el kilogramo, dependiendo de la
calidad (FIRA, 2009).

Considerado un fruto atractivo y exoético, posee una pulpa clara, con un
contenido de sdlidos solubles de 17 a 21 %, baja acidez (0.36%, principalmente por la
presencia de acido citrico) y un contenido de vitamina C de alrededor de 70 mg/100g de
porcidén comestible (Kader, 2006). Los principales problemas que presenta son el dafio
por frio y el oscurecimiento de la piel y las espinas, los cuales se relacionan con la
deshidratacion y el dafio mecanico (Landrigan et al., 1996). En el litchi el
oscurecimiento del pericarpio se ha relacionado con la degradacion de las antocianinas y
del acido ascorbico, y con las actividades de las enzimas polifenol oxidasa y peroxidasa
que actian sobre los fenoles y pueden por tanto, acelerar la degradacion de
antocianidinas, aumentando el nuimero de subproductos de color oscuro a pardo
(Underhill y Critchley, 1995; Jiang et al., 2004).

Existen diversos tratamientos poscosecha para conservar las caracteristicas de
calidad del rambutan, dentro de los cuales se recomiendan temperaturas de
almacenamiento de 8 a 15 °C con humedades relativas (HR) de 90 al 95 % durante 14 6
16 dias de almacenamiento, o durante 3 a 5 dias a 20 °C con 60 % HR (O’Hare, 1992;
Ketsa y Paull, 2004). Se han recomendado atmosferas controladas conteniendo 7 a 12 %

de CO,y 3 a 5% de O, a 10 °C para retener el color durante 4 ¢ 5 dias (Kader, 1993).

Asimismo se ha considerado el uso de bolsas plésticas para reducir la pérdida de agua,
prolongando la vida poscosecha de 14 a 21 dias (Mendoza et al., 1972; Ketsa y
Klaewkasetkorn, 1995; Mohamed y Othman, 1988).

2.4.6. Litchi

El litchi (Litchi chinensis Sonn.) es un fruto exdtico no climatérico altamente
perecedero, perteneciente a la familia Sapindaceae, apreciado comercialmente por su
sabor caracteristico. Entre las principales regiones productoras en el mundo se
encuentran: China, India, Tailandia, Vietnam, Indonesia, Madagascar, Sudéfrica,
Australia, Estados Unidos de Norteamérica e Israel con una produccidon anual superior a
los 2, 000, 000 de toneladas (Kadam y Deshpande, 1995, Jiang et al., 2003). En México,

de acuerdo al Anuario Estadistico de la Produccién Agricola, se contaban hasta el 2008
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con una superficie sembrada de 3,390.64 ha, una produccion de 10,864.56 ton y un valor
aproximado de produccion de 190, 483, 740 pesos (SIAP, SAGARPA, 2009).

El fruto posee una pulpa clara, con un 80 % de agua, 40.2 a 90 mg vit C /100 g
de fruta, 0.20 a 1.1 % de acidez y de 11.8 a 20.6 % de azucar. Paull et al., (1984); Singh
et al., (1987); y Batten (1989) reportan que para la mayoria de las variedades cultivadas,
las mejores caracteristicas estan determinadas por el cociente solidos solubles
totales/acidez titulable (18-21 %/0.5-1 %), citindose un cociente de 30-40 como 6ptimo.

La pérdida de calidad del fruto estd estrechamente relacionada con el
oscurecimiento de la céscara, debido principalmente a la pérdida de agua (Scott, et al.,
1982; Underhill y Critchley, 1994), asi como al estrés por calor generado en los climas
calido-secos donde crece, senescencia, daiio por frio y ataque de patdogenos e insectos.
Las células del mesocarpio son las primeras que se tornan oscuras, seguidas por el
epicarpio y endocarpo (Holcroft y Mitchan, 1996). El oscurecimiento del pericarpio esta
fuertemente afectado por diversos factores de almacenamiento tales como el tiempo y la
temperatura, la humedad relativa y la presencia de oxigeno (Kadam y Deshpande, 1995).
El oscurecimiento del pericarpio se ha relacionado con la rapida degradacion de
antocianinas, vitamina C y con las actividades de las enzimas polifenol oxidasa y
peroxidasa, produciéndose subproductos de color oscuro a pardo (Underhill et al., 1992;
Underhill y Critchley, 1995).

Existen diversos tratamientos poscosecha para conservar las caracteristicas de
calidad del litchi, se ha observado que el enfriamiento con posterior envasado en bolsas
de polietileno favorece una vida poscosecha mayor (Ketsa y Leelawatana, 1992).
También los tratamientos andxicos con N puro por tiempos cortos han mejorando la
calidad de los frutos de litchi (Jiang., et al, 2004). El mantenimiento del pH del
pericarpio en valores acidos, es uno de los factores mas importantes para la conservacion
de las antocianinas y por ende para retener el color, diversos investigadores han probado
la inmersion del fruto en soluciones diluidas de acido clorhidrico, sulfurico y ascérbico
para la preservacion de la coloracion del pericarpio (Zauberman et al., 1991; Underhill
et al., 1992; Duvenhage 1994).

Dentro de los tratamientos mds exitosos para controlar el cambio de coloracion

se encuentra la fumigacion con didxido de azufre, aunque este compuesto es considerado
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toxico (Swarts y Anderson, 1980; Kremer-Kohne y Lonsdale, 1991; Paull et al., 1995).
La fumigacién con didxido de azufre (SO;) controla el oscurecimiento del fruto, efecto
que se ha relacionado con la inhibicion de la actividad de la polifenol oxidasa
(Underhill, et al., 1992). Sin embargo, en algunos casos se ha observado que el
tratamiento con didéxido de aztfre produce una decoloracion del fruto, que puede
revertirse en cierta medida con la aplicacion de soluciones de acido clorhidrico después
del tratamiento con este gas (Underhill, ef al., 1992; Jonhson, et al., 2002). A pesar de
que estos tratamientos disminuyen la actividad de la polifenol oxidasa y mantienen el pH
del pericarpio, disminuyendo la oxidacion de las antocianinas, se ha encontrado que
favorecen el desarrollo de hongos en periodos prolongados de almacenamiento (Jiang, et
al.,2003).

Existen otros métodos alternativos, como la aplicacion de hidrotermia o
tratamientos con vapor, los cuales conservan las caracteristicas de inocuidad y pueden
mejorar la vida poscosecha de diversos frutos. Especificamente para el fruto de litchi se
ha recomendado un tratamiento hidrotérmico a 49 °C por 12 min, para prevenir la
diseminacion de la mosca oriental de la fruta (Cryptophlebia spp.) (Follet, et al., 2002).

El litchi es muy susceptible a enfermedades poscosecha producidas por
Aspergillus, Penicillium, Rizhopus y Colletotrichum entre otros (Roth, 1963; Prasad y
Bilgrami, 1973; Scott et al., 1982; Coates et al., 1994). Se han utilizado muchos
fungicidas para inhibir estos microorganismos, por ejemplo, el benomil el cual posee un
amplio espectro de actividad fungicida y es un agente efectivo en el control de plagas en
litchi. Sin embargo, el uso de fungicidas quimicos esta limitado por el desarrollo de
resistencia en patdgenos (Prusky er al., 1985; Vidas et al., 1991; Holmes y Eckert,
1999), toxicidad y al dafio que provocan a la salud y al ambiente (Janisiewicz y Korsten,
2002).

También se ha recomendado el uso de recubrimientos para conservar las
caracteristicas poscosecha de litchi. Estudios en litchi y longan han demostrado que la
aplicacion de recubrimientos de quitosano al 2 % (p/v), retarda efectivamente el
oscurecimiento de estos frutos en almacenamiento a bajas temperaturas (Zhang y
Quantick, 1997; Jiang y Li, 2000). Por otra parte, en un estudio posterior, Jiang et al.,

(2005) demostraron que las peliculas de quitosano conservan las caracteristicas
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poscosecha del fruto de litchi cuando es retirado de un almacenamiento a 2 °C durante
un periodo de 20 dias y es puesto en condiciones ambientales (25 °C, 80-90 % HR). A
pesar de que los recubrimientos son una de las opciones mas promisorias para reducir la

pérdida de agua y evitar el oscurecimiento, no existen suficientes estudios al respecto.
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3. ANTECEDENTES

Existen diversos frutos cuya principal problematica se encuentra en torno al
mantenimiento de ciertas caracteristicas quimicas y fisicas de su superficie, entre ellos el
rambutan y el litchi, pertenecientes a dos especies de la familia Sapindaceae nativas de
regiones tropicales y subtropicales de Asia; ambos frutos son altamente perecederos, no
climatéricos (Watson, 1988; Tindall, 1994; Kadam y Deshpande, 1995) y en ellos el
oscurecimiento del pericarpio y de los tricomas en el caso del rambutan, ocurre con gran
rapidez después de la cosecha, problema que se ha relacionado con la deshidratacion del
pericarpio, el dafio mecéanico y el dafio por frio, entre otros (Landrigan et al., 1996;
Underhill y Critchley, 1994).

En el litchi el oscurecimiento de la cadscara se ha atribuido a la rapida
degradacion de antocianinas, a la oxidacion enzimatica de la vitamina C o &cido
ascorbico y a la produccion de fenoles poliméricos debido a las actividades de las
enzimas antocianasa, peroxidasas y polifenol oxidasas, produciéndose subproductos de
color oscuro a pardo (Underhill et al., 1992; Underhill y Critchley, 1995; Jiang, et al.,
2004).

Una de las alternativas que se ha usado para la bioconservacién poscosecha de
frutos es el uso de quitosano, un biopolimero natural no toxico, biodegradable,
biofuncional, biocompatible y con poder antimicrobiano (El Ghaouth, ef al., 1991). Se
ha propuesto el uso de recubrimientos de quitosano para retardar el oscurecimiento de
estos frutos durante su almacenamiento (Zhang y Quantick, 1997; Jiang y Li, 2000).
Jiang et al., (2005) demostraron que las recubrimientos de quitosano pueden disminuir el
oscurecimiento poscosecha del fruto de litchi.

Para el caso del fruto de rambutan también se ha propuesto la combinacion de
diferentes atmosferas modificadas, temperaturas y peliculas para disminuir el
oscurecimiento y la pérdida de agua (Mendoza ef al., 1972; Mohamed y Othman, 1988;
O’Hare, 1992; Kader, 1993; Ketsa y Klaewkasetkorn, 1995; Ketsa y Paull, 2004).

La principal razéon del oscurecimiento de estos frutos se ha atribuido a la
oxidacion de antocianinas, que cambian de color cuando el pH del medio aumenta. A
pH é&cido tienen color rojo, mientras que en pH alcalino presentan un color azul-

violaceo (Ketsa y Leelawatana; 1992). Por lo tanto, uno de los principales objetivos de

20



Uso de bacterias lacticas en recubrimientos de quitosano para la conservacién poscosecha de

litchi y rambutan

las investigaciones en litchi ha sido la conservacion de un pH 4cido en la céscara para
retener el color, para lo que se han propuesto inmersiones de los frutos en soluciones
diluidas de HCI, H,SO4 y acido ascorbico (Zauberman et al., 1991; Underhill et al.,
1992; Duvenhage 1994). Otro de los tratamientos mas exitosos para controlar el cambio
de coloracion en litchi es la fumigacion con SO,, que disminuye la actividad de la
polifenol oxidasa, manteniendo el pH del pericarpio, estabilizando las antocianinas, y
disminuyendo su oxidacion (Swarts y Anderson, 1980; Kremer-Kohne y Lonsdale,
1991; Paull et al., 1995; Holcroft y Mitcham, 1996). Sin embargo, este tratamiento
puede decolorar el fruto, es considerado un compuesto toxico que puede contaminar el
ambiente y favorece el desarrollo de hongos (Jiang, ef al., 2003).

Para controlar la degradacion poscosecha por hongos se ha recomendado el
control biologico. En el caso del fruto de rambutan, la combinacion de Trichoderma
harzianum y metabisulfito de potasio se ha utilizado exitosamente para la disminucion y
el control de patogenos (C. gloeosporioides, G. microchlamydosporum y B.
theobromae) (Sivakumar et al., 2000). Sin embargo, el control biologico se ha enfocado
al control de plagas y microorganismos y no se ha abordado con suficiente profundidad
el uso de microorganismos en el control de las caracteristicas quimicas, organolépticas y
fisicas de los frutos, principalmente aquellas que se refieren a los cambios de
coloracion.

Algunos organismos prometedores para la bioconservacion de alimentos son las
BAL que son consideradas GRAS. Las BAL han sido ampliamente estudiadas para
controlar lacteos y productos vegetales fermentados; sin embargo, no se ha abordado
suficientemente sus caracteristicas como posibles agentes de control en frutas, ya que
algunas especies como Lb. plantarum son flora normal de estos productos, por lo que se
encuentran adaptadas a las condiciones y nutrimentos existentes sobre la superficie de
estos frutos.

Entre ellas Lb. plantarum ha mostrado varias caracteristicas atractivas, tales
como: produccion de compuestos de bajo peso molecular, como el 4cido lactico y el
acido benzoico entre otros, y actividad fungistatica (Niku-Paavola, et al., 1999; Laitila et
al., 2002). Por otra parte, estas bacterias parecen tolerar adecuadamente el quitosano,

Krishnan et al., (2001) inmovilizaron Lb. plantarum en bioreactores con soportes de
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polipropileno con quitosano, aumentando la conversion de glucosa en 4cido lactico sin
disminuir drasticamente la sobrevivencia o efectividad de estos microorganismos.
Resultados similares fueron reportados por Song ef al., (2003) quienes encapsularon Lb.
casei en alginato conservando su viabilidad.

Estos experimentos demuestran que el quitosano ademds de tener un efecto
antimicrobiano, puede funcionar como soporte para algunos microorganismos como las
BAL, permitiendo su sobrevivencia y actividad, incluso puede considerarse que la
encapsulacion celular puede preservar por largos periodos la viabilidad de las bacterias
acido-lacticas.

Una de las nuevas alternativas para la bioconservacion poscosecha de frutos, es
el uso de recubrimientos bioactivos, que combinan las bondades de los biopolimeros
como recubrimientos y se aprovechen como vehiculos y soporte de algunos
microorganismos para el control de patégenos o la produccion de algin metabolito.
Algunos estudios han experimentado con ¢éxito la combinacion de atmosferas
modificadas (recubrimientos y peliculas) junto con microorganismos, mejorando la
calidad de diversos frutos con la aplicacioén de recubrimientos bioactivos (El Ghaouth y
Wilson, 1997).

Otros intentos han combinado diversos tratamientos con la aplicacion de un
microorganismos, Govender et al., (2005) mejoraron el control poscosecha de la
antracnosis y la pudricién del pedunculo en frutos de mango Keit, cuando utilizaron
Bacillus lincheniformis combinado con un tratamiento hidrotérmico (5 min., 45 °C) con
la inmersioén posterior en procloraz (20 s) y la aplicacion final de cera con citracina.
Otros estudios reportan el uso exitoso de recubrimientos bioactivos de quitosano junto
con Candida saitoana contra Penicilium digitatum y Penicilium italicum en naranjas
(cvs. Washington navel, Valencia, Pineapple, y Hamlin) y limén cv eureka, obteniendo
mejor control de patdgenos poscosecha y conservando una mejor calidad, incluso
obteniendo resultados similares a los de compuestos sintéticos como el imazalil (El
Ghaouth ef al., 2000).

La accion de los microorganismos de biocontrol puede mejorarse notablemente
combinando estos microorganismos con recubrimientos de quitosano. Sin embargo,

deben estudiarse ampliamente las propiedades de estos recubrimientos bioactivos, ya
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que esta combinacidn podria alterar significativamente el crecimiento y viabilidad de los
microoganismos usados, ademas de la posible modificacion de las propiedades de
barrera de los recubrimientos y por tanto de su biofuncionalidad.

A pesar de estas evidencias y de las exigencias del mercado por la inocuidad y
calidad en los productos, no se ha abordado con suficiente profundidad la incorporacion
de microorganismos en peliculas y recubrimientos de quitosano, para el control

poscosecha de frutos y la conservacion de su calidad quimica y sensorial.
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4. JUSTIFICACION

La causa principal de pérdidas postcosecha de litchi y rambutan, y una limitante seria
para su comercializacion en mercados nacionales e internacionales es el oscurecimiento
de la céscara o pericarpio. Hasta el momento, el tratamiento postcosecha mas efectivo
que se conoce para conservar el color rojo del pericarpio del litchi fresco e inhibir su
oscurecimiento es la fumigacion con dioxido de azufre (SO;) seguida de un tratamiento
en una solucion 4cida. El SO, forma un complejo con las antocianinas (Holcroft y
Mitcham, 1996), estabilizandolas y la solucion acida las mantiene en su forma flavilium
de color rojo intenso. La fumigacion con SO, fue desarrollada comercialmente en
Sudéfrica (Swarts, 1983; Swarts, 1985) y la aplicacion de acido clorhidrico (HCI)
después del tratamiento con SO, por Underhill (1989) en Queensland, Australia y por
Zauberman et al., (1989) del Instituto Volcani de Israel.

El tratamiento adecuadamente aplicado conserva el pericarpio de color rojo
hasta por 25-30 dias en refrigeracion (Muy Rangel, 2008; Villasenor, 2008,
comunicacion personal), inhibe la produccién de compuestos que producen el
oscurecimiento de la cascara y destruye algunas plagas que infestan al litchi al momento
de la cosecha. Sin embargo, no se mantiene el color rojo brillante natural del litchi
fresco sino un color rojo opaco artificial, el sabor se altera por reduccion de la acidez de
la pulpa, aumenta la pérdida de peso en el almacenamiento e intensifica las
microfracturas de la cascara (Sivakumar et al., 2007). Asimismo, es un tratamiento poco
amigable desde el punto de vista medio ambiental pues el SO, que se genera durante el
tratamiento se libera al ambiente y las aguas residuales acidas contaminan el suelo y los
mantos acuiferos, a menos que sean tratadas antes de su desecho. Adicionalmente, el
uso postcosecha del SO, esta limitado a uvas en los Estados Unidos (Tongdee, s/afo) y
restringido en Japon y la Union Europea (Sivakumar, ef al., 2007) debido a los riesgos
que presenta para los trabajadores y a las reacciones alérgicas y problemas respiratorios
que puede producir en personas sensibles, motivo por el cual los residuos del fumigante
se limitan a 10 ppm en los Estados Unidos y Francia, y a 20-50 ppm en otros paises

miembros de la Union Europea (Sivakumar 2008, comunicacion personal).
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Por estas razones, se han propuesto algunos tratamientos alternativos a la
fumigacion con SO, tales como aplicaciones de vapor caliente (Kaiser et al., 1995) e
inmersion en soluciones calientes del fungicida benomil (Scott er al., 1982) pero
ninguna ha sido aceptada ampliamente o establecida comercialmente (Lichter et al.,
2000).

El presente trabajo experimental plantea una nueva alternativa, la aplicacion de
un recubrimiento a base de quitosano, para reducir la pérdida de agua de la céscara del
litchi y rambutan que se ha asociado con su oscurecimiento (Underhill et. al., s/afio) en
combinacion con la aplicacion de bacterias 4cido lacticas que produzcan in situ 4cido
lactico, que ayude a estabilizar las antocianinas por acidificacion del pericarpio
(Martinez-Castellanos et al., 2009). La utilizacién de microorganismos en litchi con este

ultimo propdsito no se encuentra reportada en la literatura.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general
Estudiar el efecto de Lb. plantarum en recubrimientos de quitosano en la

conservacion poscosecha de litchi y rambutén.

Objetivos especificos

= Determinar el efecto inhibitorio del quitosano sobre la viabilidad de bacterias

lacticas.

» Evaluar la sobrevivencia de Lb. plantarum en recubrimientos de quitosano.

» Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y mecanicas de los recubrimientos

de quitosano y quitosano- Lb. plantarum.

» Evaluar la viabilidad y sobrevivencia de Lb. plantarum en modelos in vivo, litchi

y rambutan.

» Evaluar el efecto de quitosano y Lb. plantarum en el periodo de conservacion y

la calidad de litchi y rambutan.
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6. HIPOTESIS

El quitosano utilizado como material estructural para la elaboracion de
recubrimientos, permitird la sobrevivencia y viabilidad de bacterias acido lacticas, las
cuales produciran acido lactico. Con ello se disminuira el pH del pericarpio lo que
contribuira a estabilizar las antocianinas, compuestos relacionados con el color del
pericarpio, con la consecuente disminucion del oscurecimiento de los frutos,
contribuyendo a la conservacion de su color y disminuyendo la pérdida de la calidad.
Por otra parte, la aplicacion de estos recubrimientos en los frutos tendra un efecto

positivo en la conservacion de sus caracteristicas quimicas.
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7. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental de la investigacion fue dividido en diferentes etapas
que se indican en el diagrama de flujo adjunto. a) En principio se establecio el efecto
del quitosano sobre la viabilidad de las BAL en placa; b) Se evalu6 la sobrevivencia en
peliculas preelaboradas para analizar la forma de aplicacion del microorganismo en el
recubrimiento; ¢) la siguiente etapa consistio en la caracterizacion fisicoquimica de los
recubrimientos elaborados junto con la modificacion quimica del quitosano para
mejorar sus propiedades de barrera y d) por ultimo se analizo el efecto de los
recubrimientos y de las BAL en las caracteristicas de calidad poscosecha de rambutan y

litchi.

Seleccion del microorgani

v Determinacion de la concentracién minima
en placa <

inhibitoria (MIC).

Analisis de la incorporacion de la BAL.
Incorporacion de prebiotico.
Sobrevivencia sobre peliculas.

Analisis de la sobrevivencia e

AN

v' Andlisis de WVP.
v" Modificacion quimica del quitosano.

Analisis de las caracteristica
recubrimientos

.

Evaluacion de la viabilida
de Lb. plantarum en la conservacio
ostcosecha de frutos

v’ Caracteristicas poscosecha.
v’ Analisis de acidificacion in situ.
v Viabilidad sobre peliculas.

\
Figura 2. Esquema general de la metodologia seguida en el desarrollo

experimental.

28



Uso de bacterias lacticas en recubrimientos de quitosano para la conservacién poscosecha de
litchi y rambutan

7.1. Quitosano

Se utilizaron quitosanos de tres diferentes pesos moleculares como materiales
estructurales para la elaboracion de soportes, recubrimientos y peliculas. Los primeros
tres quitosanos fueron de marcas comerciales: Fluka con 580.8 kDa y 21 % grado de
acetilacion (DA), quitosano Primex con 171.4 kDa y 18 % de DA; y un quitosano
nativo, obtenido en el laboratorio de biopolimeros de la Universidad Autoénoma

Metropolitana, de 400 kDa y 20 % de DA.

7.2. Microorganismos
Se cultivaron Lb. plantarum (APG Eurozym), Lb. spp., Lb. acidophillus en
medio Man Rogosa Sharpe (MRS) a 30 °C durante 48 h y posteriormente se

mantuvieron a 10 °C hasta su utilizacion.

7.3. Concentracion minima inhibitoria

Las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) fueron determinadas mediante
la determinacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) de bacterias en
placa, para lo cual el pH del medio MRS se ajust6é a pH 5 con 4cido acético y se llevo a
concentraciones de quitosano de 0, 10, 20, 25 y 30 g/L. Posteriormente, se realizaron
diluciones decimales seriadas de los microorganismos previamente cultivadas en medio
MRS a 30 °C durante un periodo de 24 h y se sembraron alicuotas de cada dilucion por

extension en placa (Pacheco et al., 2007).

7.4. Incorporacion de los microorganismos al quitosano

Para analizar el efecto de la manera de incorporacion de los microorganismos a
los recubrimientos de quitosano se probaron dos métodos diferentes: bacterias
suspendidas en la solucion de quitosano (embebidas) y bacterias aplicadas, sobre la
superficie (superficiales). En ambos casos se procedid a cultivar los lactobacilos a 30 °C,
24 h, posteriormente, se centrifugaron a 959 g y 5 °C durante 15 min. Los paquetes
celulares se lavaron tres veces con agua peptonada 0.1 % (p/v) estéril y se

resuspendieron en diferentes soluciones para cada método.
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Para incorporar los microorganismos a las superficie se procedié a impregnar
esferas de vidrio de 4 mm de didmetro con soluciones de quitosano (20 g/L) durante 20
min, posteriormente fueron secadas a temperatura ambiente durante 48 h. Una vez secas
fueron colocadas en suspensiones de bacterias lacticas con 1 x 10° UFC/mL en buffer de
fosfatos 0.02 M (pH 7.0) para la su impregnacion con los bacilos.

Para los microorganismos embebidos, se siguid la misma metodologia, pero las
esferas de vidrio se sumergieron dentro de las soluciones de quitosano con el
microorganismo incluido en la formulacién, a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL.

Posteriormente las esferas se secaron a 30 °C durante 48 h.

7.4.1. Determinacion de la sobrevivencia de las BAL en quitosano

Se colocaron ocho esferas con el tratamiento correspondiente en matraces
erlenmeyer de 250 mL con medio MRS, se incubaron a 30 °C durante 24 h. De cada uno
de los tratamientos se tomaron muestras cada 4 h, las cuales fueron diluidas
decimalmente en solucion salina isotonica (NaCl 0.09% p/v) sembradas por superficie
en placas con agar MRS e incubadas a 30 °C durante 24 h. Las tasas de crecimiento

fueron obtenidas ajustando los datos obtenidos con la ecuacion 1:

X = Xoe (1)

donde: X; es el nimero de células al tiempo t, X es el numero inicial de células, u es la

tasa de crecimiento y ¢ es el tiempo.

7.4.2. Determinacion de la sobrevivencia de las BAL en peliculas preformadas de
quitosano

La determinacién de la sobrevivencia de las bacterias lacticas en peliculas de
quitosano se evalué aplicando 0.5 mL de Lb. plantarum (1 x 10° UFC/mL) sobre la
superficie de las peliculas en las cajas plasticas de 44 mm de didmetro. Después de
dejarlas secar durante 45 min a 25 °C, en la campana de flujo laminar, se determino
inmediatamente la viabilidad (viabilidad inicial). El resto de las peliculas se estabilizaron

en un desecador con una solucion saturada de KNO; 92 % de HR. Para analizar la
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viabilidad de los microorganismos se tomaron tres muestras cada 5 dias duante un
periodo de 15 dias y se colocaron en matraces erlenmeyer con 20 mL de solucion
fisiologica (0.09 %, NaCl) y se sonicaron 75 s, posteriormente se tomaron alicuotas de

0.1 mL para sembrarlas en placa por superficie.

7.5. Caracteristicas fisicoquimicas y mecanicas de las peliculas preformadas de
quitosano
7.5.1. Formacion de las peliculas

Para la formacion de peliculas se prepararon soluciones de quitosano con
concentraciones de 20 g/L y 10 g/L en acido acético 0.1 M y se ajustaron a pH 5.0 con
NaOH 0.1 N. Posteriormente, 7 g de la solucion de quitosano fueron vertidos sobre
superficies planas de plastico rigido de 88 mm de diametro, extendiéndose sobre dicha
superficie. Se dejaron secar por conveccion natural en condiciones ambientales de 22 a
26 °Cy 75-85 % de HR durante 72 h. Una vez formadas las peliculas se retiraron de las
superficies plasticas y se almacenaron dentro de desecadores que contenian solucion

saturada de cloruro de sodio para generar una HR de 75 %.

7.5.2. Espesor de las peliculas preformadas

A segmentos de cada pelicula de aproximadamente 4 cm? equilibrados a 75 %
de HR dentro de desecadores que contenian solucion saturada de cloruro de sodio, se les
realizaron siete mediciones aleatorias de espesor en diferentes puntos, utilizando un

micréometro digital Mitutoyo (Mitutoyo Ltd. Tokio, Japon).

7.5.3. Propiedades Mecanicas

Las propiedades mecanicas de esfuerzo-deformacion de las peliculas se
evaluaron en un equipo TA-XT2i Texture Analizer. Las muestras se cortaron en tiras de
50 mm de largo por 24.5 mm de ancho y se sujetaron por los extremos mediante
mordazas. La fuerza y la elongacion fueron determinadas hasta el rompimiento de las
peliculas; los valores obtenidos son el promedio de 7 réplicas. Los valores de resistencia

a la tension (T.S.) se expresaron en Mpa (megapascales).
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7.5.4. Permeabilidad al Vapor de agua (WVP)

La permeabilidad se determin6d a 25 °C y 10 °C en gradientes de humedad
relativa de 0-75 % y 75 - 92 %, utilizando el método gravimétrico sugerido por la
ANFOR (Asociacion Francesa de Normalizacion, ANFOR H00-030) y reportado por
Martin-Polo et al. (1992) y Debeaufort et al. (1993). Este método es similar al método
de la ASTM E-96-80 (Association of Standard Testing Methods, USA) reportado por
McHugh et al., (1993). Las peliculas utilizadas fueron equilibradas dentro de
desecadores que contenian solucion saturada de cloruro de sodio a 75 % de humedad
relativa durante 48 h. Posteriormente, se hicieron siete mediciones del espesor de dicha
peliculas y se volvieron a colocar en los desecadores durante otras 24 h. Una seccion
circular de la pelicula se colocd en la parte superior de una celda y se fijo toda la
periferia con cinta teflon. Dentro del vial se coloco el material para producir la humedad
relativa menor para simular una humedad relativa constante de 0 % 6 75 %.

Las celdas se colocaron en un desecador con tapa esmerilada que contenia una
solucion saturada de una sal de cloruro de sodio o KNOs, para generar una humedad
relativa de 75 % 6 92 % respectivamente. Debido al gradiente de presion existente, el
vapor de agua se difundio a través de la pelicula, observandose una ganancia de peso en
la celda (de menor humedad relativa) durante el tiempo de la prueba. La variacion en el
peso de la celda de permeacion fue registrada cada 24 h en una balanza analitica

(OHAUS, USA).

La velocidad de transmision de vapor de agua (VIVA) en gm™s” se calculé mediante

la ecuacion 2:

VTVA =

At x A (2)

donde: Aw es la ganancia en peso de la celda de permeacién durante el periodo de
tiempo Af con un 4rea constante A de 15.902 cm®. Se obtuvo la pendiente de Aw vs At,

mediante regresion lineal y un coeficiente de determinacion R? = 0.98 para los datos. El
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valor de VIVA se utiliz6 para determinar la permeabilidad P (gm™-s”'-Pa’™), de

acuerdo a la ecuacidn 3:

p VTVA * L 3)
Ap

donde: Ap es el gradiente de presion de vapor entre ambos lados de la pelicula y L es el
espesor de la pelicula. Los valores de permeabilidad fueron convertidos a unidades de
gmm/kPa-d-m’, que son comunmente encontrados en los reportes sobre permeabilidad al
vapor de agua de peliculas y recubrimientos (Donhowe y Fennema, 1994). La

determinacion de permeabilidad se realizé por quintuplicado a 25 °C y a 10°C.

7.5.5. Construccion de las isotermas de adsorcion

Las muestras de las peliculas utilizadas (17 + 2 mg) se secaron durante 12 h a 40
°C y se colocaron en un desecador durante 48 h para mantener una humedad menor al 5
%. Las peliculas se colocaron dentro de una cdmara de muestra DVS (Dynamic Vapor
Sorption (DVS-2000, Surface Measurement Systems, London, UK). Las muestras
fueron secadas a una a,, de 0.01 durante 24 h para asegurar peso seco antes del inicio
del analisis. Las actividades de agua seleccionadas para la construccion de las isotermas
fueron de: 10.6, 21.1, 31.7, 42.2, 52.8, 63.3, 73.9, 84.4 y 95.0 a una temperatura de
prueba de 25 °C. Para cada humedad seleccionada la cadmara de muestra se mantuvo a
una humedad relativa especifica hasta alcanzar el equilibrio de cada muestra. A
continuacion se uso el cambio de peso de cada muestra, a las humedades relativas
seleccionadas para calcular el contenido de humedad en cada condicion de prueba y

construir las isotermas de adsorcion.

7.5.6. Microscopia electronica de barrido (SEM) de las peliculas preformadas de
quitosano

Las caracteristicas morfologicas y de homogeneidad de las peliculas fueron
determinadas mediante analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM). Para la

incorporacion de los microorganismos embebidos se utilizd el mismo procedimiento
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citado anteriormente. Por otra parte, para incorporar los microorganismos a las
superficies de las peliculas se procedio a verter 1 ml de solucidn de lactobacilos (1 x 10°
UFC/mL) susendidos en una solucion de Tween al 0.01 % p/v en cajas de plastico rigido
de 88 mm, las cuales se dejaron secar por 24 h a temperatura ambiente y posteriormente
se agregaron 7 g de solucion de quitosano (20 g/L) y se secaron durante 72 h a 25 °C.
Se cortaron piezas del recubrimiento de 1 cm?, las cuales fueron llevadas a humedad 0 y
se congelaron con nitrogeno liquido para fracturarlas (observacion transversal) y fueron
recubiertas con un bafio de argéon antes de su observacion en un microscopio electrénico

de barrido (JEOL JSM-5900LV, Japan).

7.6. Modificacion del quitosano
7.6.1. Adicion de prebioticos

Para establecer el efecto de varias fuentes de carbono sobre la acidificacion y
viabilidad de la BAL, se inocularon matraces Erlenmeyer con medio minimo nutritivo y
con una fuente de carbono a una concentracion de 1 % p/v. Las fuentes de carbono
probadas fueron: fructosa, glucosa, manosa, rafinosa, galactosa, sacarosa, maltosa,
manitol, sorbitol. Los matraces se incubaron a 30 °C durante 48 h, después de lo cual, se
procedi6 a determinar la viabilidad por dilucion seriada. Posteriormente, se determind el

pH de la solucién y se titularon 3 alicuotas de 10 mL con NaOH 0.01 N.

7.6.2. Modificacion quimica del quitosano

Se realizd una modificacion quimica para cambiar las propiedades de
permeabilidad de las peliculas de quitosano y disminuir la pérdida de agua de los frutos
a probar. Esto se realiz6 en disolucion de quitosano a concentraciones de 20, 15y 10 g/L
con soluciones de glutaraldehido (J T Baker) para ajustar las soluciones de quitosano a

concentraciones de 0.2 % v/v.

7.6.3. Viabilidad de Lb. plantarum en peliculas de quitosano modificado
La determinaciéon de la viabilidad de las bacterias lacticas en peliculas
preformadas con quitosano modificado se evalud aplicando 1 mL de Lb. plantarum

(2.89 x 10° + 1.81 x 10°* UFC/mL) sobre la superficie de las peliculas previamente
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formadas, sobre cajas plasticas de 88 mm de diametro. Después de dejarlas secar
durante 1.5 h a 25 °C en una campana de flujo laminar, se recortaron cuadros de 4 cm? y
se determind inmediatamente la viabilidad (viabilidad inicial), por otra parte las
peliculas se estabilizaron en un desecador con una solucion saturada de NaCl a 92 % de
HR. Para analizar la viabilidad de los microorganismos se tomaron tres muestras cada 5
dias y se colocaron en matraces erlenmeyer con 40 mL con soluciones isotonicas de
NaCl y se agitaron durante 1 minuto y se tomaron alicuotas de 0.1 mL para sembrarlas
en placa por superficie. Los tratamientos resultantes fueron quitosano (Q),
glutaraldehido (GA), quitosano + glutaraldehido (QGA); quitosano + fructosa (QF);
quitosano + fructosa + glutaraldehido (QGAF).

7.7. Ensayos con frutos de rambutan
7.7.1. Material Biologico

Se seleccionaron frutos de rambutan (Nephelium lappaceum) en estado maduro,
libres de dafios mecanicos por golpes o por infestacion de microorganismos € insectos.
Para los andlisis en frutos se planted un disefio experimental aleatorizado, con un
arreglo factorial 4 x 2, donde los niveles del primer factor fueron los siguientes

tratamientos:

a) Control (C): Frutos sin tratar.

b) Quitosano (Q): Aplicacion de Quitosano a 20 g/L. disuelto en acido acético 0.1
M, ajustado a pH 5 con NaOH 0.1 N.

¢) Lb. plantarum (BAL): Inoculacion con bacterias lacticas por inmersion en una
suspension celular a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL durante 15 segundos.

d) Quitosano con Lb. plantarum (Q/BAL): Inoculacidon con bacterias lacticas por
inmersién en una suspension celular a una concentraciéon de 1 x 10° UFC/mL
durante 15 s, seguido por la aplicacion de quitosano a 20 g/L disuelto en acido

acético 0.1 M, ajustado a pH 5 con NaOH 0.1 N.

Los niveles del segundo factor fueron las temperaturas de almacenamiento: 10 y

25 °C. La unidad experimental fue de un fruto con 5 repeticiones.
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7.7.2. Caracteristicas de calidad
7.7.2.1. Firmeza de la pulpa

Los cambios en la firmeza de la pulpa se determinaron en los cinco frutos de
rambutan utilizando un penetroémetro manual (Fruit Pressure Tester FT-327, Italia). Para
esto se eliminaron tres porciones de piel de cada fruto y se realizaron mediciones en

cada una. Los resultados medidos en kgf se transformaron a newtons (N).

7.7.2.2. Determinacion de los so6lidos solubles totales (SST)

Esta determinacion se realizd mediante un refractometro (MILTON Mod.
LR45227, Riviera Beach, FL, USA) a 20 °C. Para ello, se macer6 completamente la
pulpa de cada fruto de rambutan en un mortero y se filtré a través de una gasa de
algodon; del jugo obtenido se tomd una gota y se depositdé en el refractometro
realizando la lectura correspondiente. Las determinaciones se realizaron por

quintuplicado.

7.7.2.3. Cambios de color del fruto

Para el andlisis de los cambios de color de la cascara de los frutos de rambutan
se utiliz6 un colorimetro Minolta (Croma meter CR-200, Japon) y se determinaron los
parametros cromaticos CIE-LAB: L*, a* y b*. Las mediciones fueron realizadas en tres

posiciones centradas equidistantes del la periferia del fruto.

7.7.2.4. Pérdida de peso
Se midieron los cambios de peso de tres unidades experimentales por
tratamiento durante todo el periodo de almacenamiento, calculandose la pérdida de peso

en porcentaje de acuerdo con la siguiente formula:

Pi — Pf
% PP = —————x 100 (4)
Pi
en donde: Pi = peso inicial

Pf=peso final
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7.7.3. Determinacion de la viabilidad de los microorganismos en frutos de
rambutan

Para la determinacion de la viabilidad de los microorganismos en los frutos de
rambutan, cada fruto fue lavado con 100 mL de solucién salina 0.09 % (p/v) durante 1
min. Posteriormente, se tomaron alicuotas y se hicieron diluciones seriadas en placas de

agar MRS incubando a 30 °C durante 24 h.

7.7.4. Determinacion de acido lactico

Para la determinacion de la concentracion de acido lactico existente en la
superficies de los frutos se procedi6 a lavar por inmersion cuatro frutos de rambutan con
100 mL de agua desionizada a 25 °C durante 2 h. El extracto acuoso se filtr6 a través de
papel filtro Whatman No. 40 y se liofilizé para concentrar el extracto. Posteriormente,
las muestras fueron filtradas a través de una membrana de 0.45 pm para ser analizadas
en un equipo YSI 2700 Select, Biochemistry analyzer, 1725 Brannum Lane (EUA),
equipado con una membrana con la enzima inmovilizada L-lactato oxidasa (YSI
Membrane 2329). Las concentraciones fueron calculadas a partir de un estandar de
acido lactico con una concentracion de 0.45 g/L. La medicion de acido lactico se basa
en dos reacciones: la primera en una oxidacion enzimatica de lactato a piruvato con la
produccion de perdxido de hidrogeno; en la segunda este Gltimo es hidrolizado por
medio de un electrodo de platino a O,, 2 H' y 2 ¢ que producen una corriente eléctrica
linealmente proporcional a la concentracion de perdxido de hidrogeno y por lo tanto a la

concentracion del acido lactico a determinar.

7.7.5. Microscopia electronica de barrido (SEM) del pericarpio de rambutan

Las caracteristicas morfologicas de los frutos de rambutdn fueron determinadas
mediante andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM). Para esto se procedio a
cortar una muestra de la cascara de los frutos y se coloco en glutaraldehido (5 % v/v).
Después las muestras fueron lavadas con buffer de fosfatos 0.1 M cada 30 min durante
10 h, y se deshidrataron con gradientes de etanol al 30, 40, 50, 70, 80, 90 % y alcohol
etilico absoluto durante tres periodos de 20 min en cada solucién. Una vez deshidratadas

con etanol, las muestras se deshidrataron a punto critico y después fueron recubiertas
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con un bafio de carbdn y oro antes de su observacion en un microscopio electronico de

barrido (JEOL JSM-5900LV, Japon).

7.7.6. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico del ensayo de rambutan se aplico un andlisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion multiple de medias de Tukey —
Kramer utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) para evaluar los efectos

significativos (0 < 0.05).

7.8. Ensayos con frutos de litchi
7.8.1. Material Biologico

Se seleccionaron frutos de litchi (Litchi chinensis son cv. Brewster) en estado
maduro, libres de dafios mecanicos por golpes o por infestaciéon de microorganismos e
insectos. Se utilizd un disefio en bloques completos y aleatorizados donde las variables

fueron los cinco tratamientos aplicados:

a) Control (C): Frutos sin tratar.

b) Quitosano/GA (Q/GA): Aplicacion de quitosano modificado con GA a 10 g/L
disuelto en acido acético 0.1 M ajustado a pH 5 con NaOH 0.1 N.

¢) Lb. plantarum (BAL): Inoculacion con bacterias lacticas a una concentracion de
1 x 10° UFC/mL aplicadas por aspersion durante 90 segundos sobre la superficie
de los frutos. Posteriormente, los frutos se dejaron secar durante 1 h para su
almacenamiento.

d) Quitosano/GA + Lb. plantarum (Q/GA/BAL): Inoculacion con bacterias lacticas
a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL aplicadas por aspersion durante 90
segundos sobre la superficie de los frutos. Después de 1 h de secado, se aplicd

quitosano modificado con GA a 10 g/L ajustado a pH 5.

Los bloques se definieron con el factor tiempo en 0, 7, 14 y 21 dias. Las
unidades experimentales (UE) fueron envases tipo clampshell de 0.5 kg conteniendo

aproximadamente 20 frutos y cada tratamiento tuvo tres repeticiones.
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7.8.2. Caracteristicas quimicas y de calidad
7.8.2.1. Cambios de color del fruto

Para el analisis de los cambios de color de la cascara de los frutos de litchi se
utilizo un colorimetro Hunter-Lab Color Flex con el cual se determinaron los pardmetros
cromaticos CIE: L*, C* y h. La medicion de estos parametros se realizé en 15 frutos de
cada unidad experimental y en las zonas del pericarpio intactas y libres de

oscurecimiento.

7.8.2.2. Indice de dafio

Se evalud visualmente inmediatamente después del almacenamiento, para lo que
se empled la escala hedonica de seis grados, clasificandose de acuerdo con ella el
oscurecimiento de toda la superficie del fruto de litchi. Para procesar los resultados, los

datos se transformaron a una escala numérica (ausencia = 0, 1-10 % = 1; 11-20 % = 2;

21-30 % =3;31-40 % =4; 41-50 % =5y > 51 % = 6 y se aplico la siguiente formula:

i
3

= (1Xn) + (2Xn,)+ (B Xn3)+ (4Xn,) + (5Xng) + (6Xng))/n (5)

~
1l
[y

en donde n se refiere al nimero total de frutos estudiados:
n; - numero de frutos en el grado 1
n, - namero de frutos en el grado 2
n3 - namero de frutos en el grado 3
ny - numero de frutos en el grado 4
ns- numero de frutos en el grado 5

ns - namero de frutos en el grado 6

7.8.2.3. Acidez Titulable (AT)

Se cuantifico el porcentaje de 4acido citrico presente en el jugo del litchi
mediante una titulacion volumétrica acido-base (AOAC, 2000). Se tomaron 5 mL de
cada UE y se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se tituld6 con NaOH 0.1 N. La

acidez titulable fue calculada como % de 4cido malico mediante la siguiente formula:
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Vaon X Nyaon X Meq(ciao matico)

% Acido malico = x 100 (6)

Vol Muestra

Donde: V' = Volumen
N = Normalidad

meq = miliequivalente de 4cido malico (0.06705)

7.8.2.4. Determinacion de los so6lidos solubles totales (SST)

Esta determinacion se realizO mediante un refractometro (MILTON Mod.
LR45227 Riviera Beach, FL, USA) a 20 °C. Para ello, se macer6 completamente la
pulpa de cada fruto en un mortero y se filtr6 a través de una gasa de algodon; del jugo
obtenido se tomd una gota y se depositdé en el refractometro realizando la lectura

correspondiente. Las determinaciones se realizaron por quintuplicado.

7.8.2.5. Extraccion de fenoles y antocianinas

Para esta extracciéon se maceraron los pericarpios de los frutos de litchi con
nitrogeno liquido. Posteriormente, se pesaron 3 g de pericarpio y se extrajeron dos veces
con metanol:acido clorhidrico 1 N en una proporcion 85:15 v/v. Los extractos se
centrifugaron a 12 100 g durante 15 min, a 5 °C. posteriormente se dejaron secar a 25 °C

y se disolvieron en la mezcla metanol:4cido clorhidrico 1 N hasta un volumen de 6 mL.

7.8.2.6. Determinacion de antocianinas totales

Esta determinacion se realizé con un método espectrofotométrico de acuerdo a lo
reportado por Zheng y Tian (2006). Del extracto metanolico de los tratamientos, se tomo
una alicuota (6 mL) y se diluyd con metanol:dcido clorhidrico 1 N (85:15 v/v);
posteriormente, se leyeron en un espectrofotdmetro a tres diferentes longitudes de onda

(530, 620 y 650 nm) y se utilizo la siguiente formula para la obtencidn de la absorbancia

(A):
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A= (A530 - Aezo) - 0.1 (A650 - Aezo) (7)

7.8.2.7. Determinacion de antocianinas

La determinacion de antocianinas se realizd6 mediante HPLC de acuerdo a lo
reportado por Hosseinian et al., (2008) para lo cual se tom6 una alicuota del extracto (10
ul) y se inyectd en un HPLC Hewlett Packard Series 110 acoplado a una bomba
cuaternaria HP serie 1050 y equipado con una columna X-terra RP 18 de 5 mm de
diametro y 4.6 x 150 mm de longitud. Se utiliz6 un gradiente de acido foérmico (4.5 %
v/v): metanol en los siguientes tiempos: 0 90:10; 30" 75:25; 40" 55:45; 42" 10:90; 50°
90:10. Para la cuantificacion se utilizd un estindar Fluka 36-428 de cianidina-3-
rutinosido, la principal antocianina presente en el pericarpio de litchi (Lee y Wiker,

1991; Riviera-Lopez et al., 1999).

7.8.2.8. Determinacion de fenoles

El contenido de fenoles totales fue estimado por un método espectrofotométrico
y se expresd como equivalentes de catequina segun lo reportado por Jaramillo-Flores et
al., (2003) y Thililertdecha et al, (2008). Una alicuota (0.1 mL) previamente diluida del
extracto metanodlico fue transferida a un tubo de ensayo que contenia 7.9 mL de agua
destilada. Luego, se adicionaron 0.1 mL del reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 5 min,
se afiadieron 1.5 mL de una solucion de Na,COs (200 g/L) y se dejo reaccionar durante
90 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se determiné la absorbancia a 760

nm y se compard con una curva de calibracion realizada con catequina.

7.8.3. Determinacion de la viabilidad de los microorganismos en frutos de litchi
Para la determinacion de la viabilidad de los microorganismos en los frutos de

litchi, cinco frutos aleatorizados de cada UE fueron lavados con 200 mL de solucion

salina 0.09 % (p/v) durante 1 min. Posteriormente, se tomaron alicuotas y se hicieron

diluciones seriadas en placas de agar MRS incubando a 30 °C durante 24 h.
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7.8.4. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico del ensayo con litchi se aplicod un analisis de varianza
(ANOVA) y una prueba de comparacion multiple de medias (LSD) utilizando el

paquete estadistico NCSS (2007) para evaluar los efectos significativos (0 < 0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Efecto del quitosano sobre bacterias lacticas
8.1.1. Efecto de distintos tipos de quitosano en las MIC de tres bacterias acido
lacticas

Se analizaron las concentraciones minimas inhibitorias de dos quitosanos de
pesos moleculares medio y bajo (580.8 y 171.4 kDa) con tres bacterias lacticas (Lb.
acidophillus, Lb. plantarum y Lb. spp) (Tablas 1 y 2). Esto con el objetivo de analizar el
tipo de quitosano a usar para la elaboracion de las peliculas y la bacteria lactica que se
inhibiera en menor grado por estos quitosanos (Tabla 2). Los resultados mostraron que
el quitosano de 580.8 kDa fue el menos inhibitorio (2 g/L), mientras que el quitosano de
171.4 kDa, tuvo una MIC menor a 0.5 g/L para Lb. plantarum y Lb. spp. Cabe
mencionar que Lb. acidophillus fue inhibido a todas las concentraciones probadas. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por No et al., (2002) quienes encoentraron que
un quitosano de peso molecular medio (470 kDa), fue menos inhibitorio que un
quitosano de peso molecular bajo (224 kDa) para Lb plantarum. El quitosano de peso
molecular medio, tuvo MIC més grande que los valores reportados por No et al., (2002)
para quitosanos con pesos moleculares de 1671, 1106, 746, 470, 224 y 28 kDa. Wang et
al., (1992) reportaron que los valores de MIC para quitosanos pueden presentar
diferencias debidas al método de preparacion, las caracteristicas del quitosano y el pH
del medio.

En nuestro caso se observd que las preparaciones de quitosano de peso
molecular medio fueron mas viscosas y no estaban completamente disueltas al
agregarlas al medio de cultivo, mientras que las preparaciones de quitosano de 171.4
kDa presentaron una mejor dispersion en los medios preparados. Otro factor que pudo
influir fue el grado de acetilacion, que si bien no es tan diferente, si pudo afectar el
numero de grupos amino libres y protonados (-NH3) que se propone interaccionan con
los grupos fosfato de los fosfolipidos de la membrana celular de las bacterias lacticas,

con la consecuente desnaturalizacion, ruptura y muerte celular (Du et al., 2004).
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Tabla 1. Crecimiento de lactobacilos cultivados en agar MRS adicionado con quitosano

Mw Quitosano  Concentracion Lb. plantarum Lb. spp.
(kDa) (g/L) (UFC/mL) (UFC/mL)
Control 0 16 x10° +5.5x 10° 7.5x10°+7.5x 10°
580.8 1 6.3x10°+4.9x10° 74x10°+4.5x 108
2 29x10°+9.5x 10° 6.1x10°+4.5x10°
171.4 0.5 0 0

Tabla 2. Concentraciones minimas inhibitorias determinadas con los diferentes

quitosanos.
Quitosano Microorganismo
Mw (kDa) DA (%)  Lb. plantarum Lb. spp.
580.8 21 3g/L 3g/L
171.4 18 <0.5¢gL <0.5¢gL
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8.1.2. Efecto del método de incorporacion de la BAL sobre la viabilidad

Cuando se incluyd el microorganismo en la solucién de preparacion del
recubrimiento (embebido) para mejorar las caracteristicas biofuncionales del quitosano
no se observo crecimiento microbiano (Tabla 3), efecto que probablemente se debid a
las condiciones de baja a,, y desecacion durante la formacion de los soportes (48 h, 30
°C), que podrian haber disminuido drasticamente la viabilidad. Cabe mencionar que en
estos analisis se pudo observar que que a la concentracion de 2 g/L del quitosano de
580.8 kDa, Lb. plantarum tuvo la capacidad de sobrevivir y recuperarse después de la
formacion del recubrimiento y la resuspension en medio MRS, mientras que los otros
microorganismos probados no presentaron viabilidad. Esto pudo deberse a que la
concentracion del quitosano fue tan baja que permitié la sobrevivencia de algunas
células, con lo que la poblacion bacteriana pudo recuperarse. Por otra parte, cabe
mencionar que la MIC de este quitosano fue la més alta (3 g/L), por lo que el resultado
de viabilidad es coherente con la MIC observada.

Respecto al segundo método de incorporacion de microorganismos, los cuales
fueron depositados sobre las superficies de peliculas de quitosano (superficiales)
preparadas con una concentracion de 20 g/L, elegida porque se ha reportado que facilita
la formacion de peliculas con mejores caracteristicas para disminuir la pérdida de agua
y evitar el oscurecimiento de litchi (Jiang y Li, 2000; Jiang, et al., 2005), se observé que
los lactobacilos sobrevivieron a esta concentraciéon alta (Tabla 3). Las cuentas
microbianas observadas con estas concentraciones de quitosano se atribuyeron a la falta
de interacciones fisicas y quimicas del biopolimero con todas las células bacterianas.
Esto debido a que las condiciones de fijacion de las bacterias a los soportes fueron a pH
neutro de 7.0 y a que el quitosano tiene mayor actividad antimicrobiana en medios
acidos por la protonacion del grupo amino (Shahidi, et al., 1999). Por otra parte, las
bacterias lacticas pudieron encontrarse ligadas en una pequefia porcidon de su pared
celular y permanecer viables en un estado estacionario en la superficie del quitosano,
observandose crecimiento celular a partir de dichas células ligadas al soporte, de

acuerdo a lo reportado por Cachén et al., (1995) con Lb. lactis en soportes de alginato.
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Tabla 3. Viabilidad de lactobacilos en peliculas de quitosano en medio MRS después

de 24h a 30 °C.
Quitosano Concentracion Viabilidad(*)
(kDa)  Aplicacién (g/L) Lb. spp. Lb. plantarum  Lb. acidophillus
Superficial 2 + ++ -
580.8 20 ++ ++ -
Embebido 2 - + -
20 - - -
Superficial 20 + + -
171.4
Embebido 20 - - -

+ Indica el grado de crecimiento medido por el grado de turbidez del medio de cultivo
liquido.

Las tasas de crecimiento de los microorganismos incorporados en la superficie
de los soportes recubiertos con quitosano (20 g/L) se determinaron en medio MRS a 30
°C, durante 24 h (Tabla 4). Lb. plantarum y Lb. spp. disminuyeron su crecimiento en
mas de 4 veces con respecto a los controles, lo anterior pudo deberse a que el quitosano
ejerciod su accion bactericida en una parte importante de las BAL. Es importante notar
que Lb. plantarum tuvo tasas de crecimiento mayores que las de Lb. spp, ademas de que
sobrevivio cuando fue embebido en los recubrimientos de quitosano a concentraciones
de 2 g/L.

El conjunto de caracteristicas mostradas por Lb. plantarum durante estos
analisis, tales como, la sobrevivencia mayor en quitosanos de acuerdo a las MIC, las
tasas de crecimiento observadas, y el hecho de que haya sobrevivido cuando se le aplicé
embebido en el quitosano, hicieron que se seleccionara a esta BAL como el

microorganismo a usar en los siguientes analisis.
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Tabla 4. Tasas de crecimiento de bacterias lacticas sobre soportes de quitosano en

concentraciones de 20 g/L.

Microorganismo  Tratamiento  Tasas de Crecimiento p (h™") R’

Lb. plantarum Q 0.23+0.03 0.92
Medio MRS (C) 1.12 +£0.05 0.98

Lb. spp. Q 0.21 +.03 0.87
Medio MRS (C) 0.96 +0.02 0.99

8.1.3. Evaluacion de la viabilidad de Lb. plantarum sobre peliculas preformadas de
quitosano

Debido a las dificultades presentadas con la solubilidad del quitosano de peso
molecular medio y considerando los problemas que esto ocasionaria durante la
aplicacion a frutos, se decidid continuar los experimentos con el quitosano de 171.4
kDa. Para ello, se evaluo la viabilidad de Lb. plantarum inoculado sobre peliculas de
quitosano de dicho peso molecular (Figura 3). Se observd una disminucion lineal de la
viabilidad de los microorganismos en peliculas preformadas de quitosano estabilizadas
a 75 % de HR y 25 °C. Lo anterior contrasta con lo reportado por Lee, ef al., (2004)
quienes encontraron que la viabilidad de Lb. bulgaricus mejora con respecto al cultivo
celular liquido cuando las bacterias son microencapsuladas en soportes de alginato con
recubrimientos de quitosano, permaneciendo viables hasta por 28 dias a 22 °C en un
medio lacteo. Esto puede ser atribuido a que en los experimentos realizados en este
trabajo las condiones fueron aiin mds exigentes para los microorganismos usados, ya
que solo se encontraban sobre la superficie de peliculas preformadas de quitosano, que

es un agente con capacidad antimicrobiana.
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Figura 3. Viabilidad de Lb. plantarum inoculado en peliculas de quitosano (171.4 kDa)
almacenadas a 25 °C y 75 % HR.

8.2. Caracterizacion fisicoquimica de los recubrimientos de quitosano
Las peliculas de quitosano tuvieron una apariencia homogénea, translicida,
flexibles, faciles de desprender de la superficie sobre la que se formaron e higroscopicas

a humedades relativas altas (85 — 95 %).

8.2.1. Permeabilidad al vapor de agua

Las caracteristicas fisicoquimicas y mecanicas de las peliculas preparadas con
quitosano de 171.4 kDa a una concentracion de 20 g/l mostraron que el material
estructural tuvo permeabilidades de 2.1 + 0.2 grmm/kPa-d'm’, que son valores mas
bajos de permeabilidad al vapor de agua que los de otros hidrocoloides como los
aislados de proteinas de soya, derivados de almidon y zeinas (Olivas y Barbosa-
Cénovas, 2005). Esto es importante debido a que los principales problemas relacionados

con la pérdida de la calidad del litchi y rambutan estan relacionados con la pérdida de
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agua (Nisperos-Carriedo, 1994). Por otra parte, se observo una disminucion del 50 % en
el valor de permeabilidad cuando se embebieron las bacterias lacticas en los
recubrimientos, esto pudo deberse a que los microorganismos no funcionan como
barreras permeables al vapor de agua y por tanto, al estar embebidos se redujo la
superficie total de la pelicula de quitosano expuesta a la transmision del vapor de agua
con respecto al control (Tabla 5).

Los valores obtenidos para la resistencia a la tension disminuyeron en las
peliculas con Lb. plantarum, efecto debido a que las peliculas no presentaban la misma
continuidad y densidad que las peliculas control (Figuras 5b y d), debilitando en

consecuencia la fuerza cohesiva de la matriz estructural.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y mecénicas de las peliculas de quitosano de

171.4 kDa (20 g/L) estabilizadas a 25 °C y gradientes de humedad relativa de 0-75 %.

Tipo de recubrimiento Espesor medio Permeabilidad T.S.
(mm) (grmm/kPa-d-m?) (MPa)
Q 0.021 +0.002° 2.15+40.20° 63.44 + 437
QBAL embebido 0.023 +0.002° 1.10 + 0.09° 43.11+7.62°

*Las letras de los superindices representan diferencias significativas (a< 0.05) con una andlisis multiple

de medias de Tukey.

8.2.3. Isotermas de adsorcion

Las curvas de adsorcion de los recubrimientos analizados presentaron un
comportamiento tipico de los polimeros hidrofilicos, las isotermas de adsorcion
presentaron una forma sigmoidal (Figura 4). La adsorcidn se incrementd en actividades
de agua mayores a 0.74, mientras que a a, < 0.63 se mantuvo baja. Este
comportamiento indica que a humedades relativas altas se podria cambiar
significativamente la estabilidad estructural de la pelicula disminuyendo las propiedades

de barrera. Por otra parte, es importante sefalar que la incorporacion de los
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microorganismos, ya sea en la superficie o embebidos en la pelicula, no cambié el

comportamiento de adsorcion de agua de las peliculas de quitosano méas BAL.
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Figura 4. [sotermas de adsorcion de peliculas de quitosano de 171.4 kDa (20 g/L). Q
(1), QBAL superficial (A), QBAL embebido (o).

8.2.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Cuando se realizaron microscopias electronicas a las peliculas de quitosano para
analizar la micro morfologia de las peliculas, se observo una superficie homogénea y
continua, sin huecos, poros o microcanales que pudieran contribuir al movimiento y
difusion de las moléculas de gases (Figura 5a y b). El analisis SEM de peliculas de
quitosano con las bacterias lacticas superficiales mostro distribuciones irregulares de los
microorganismos a través de la superficie de la pelicula, sin que estas irregularidades
contribuyeran a disminuir la homogeneidad o provocaran huecos o poros que pudieran

afectar su microestructura (Fig. 5c y d). En la figura 5d puede observarse que los
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microorganismos no quedaron atrapados dentro de la matriz estructural de las peliculas,
lo que pudiera disminuir la viabilidad del microorganismo.

Por otra parte, en el analisis SEM de los microorganismos embebidos en la
matriz de quitosano (Figuras Se y f), se observé una distribuciéon homogénea de éstos
sobre la superficie de las peliculas sin agregados celulares. Esta metodologia de
incorporacion de las bacterias, pudo favorecer las interacciones entre la membrana
plasmatica y los grupos amino del quitosano, lo que pudo haber provocado la muerte
celular, como se observo en los analisis de viabilidad.

Esto es importante debido a que previamente se realizaron pruebas para analizar
liberacion mediante viabilidad de los microorganismos con los tratamientos en
soluciones de buffer de fosfatos 0.02 M ajustadas a pH 5 y pH 7 durante 48 h, los cuales
resultaron negativos (datos no mostrados). Es probable que la concentracion de los
microorganismos que existia en las peliculas de quitosano fuera demasiado baja para los
limites de deteccion de dicha técnica analitica. Lo anterior sugiere que la liberacion de
los microorganismos no se lleva a cabo por difusion a través de la pelicula, ya que
existen efectos de interaccion de las cargas positivas del quitosano con las cargas
negativas de las membranas celulares (Shahidi, et al., 1999) que pudieran estar

impidiendo la liberacion del microorganismo de la matriz.
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Superficies Fracturas Transversales
Figura 5. Micrografias electronicas de peliculas de quitosanos de 171.4 kDa
preparadas a 20 g/L (3000X). a) Superficie y b) Fractura transversal; con aplicacion
superficial de Lb. plantarum (7000X): ¢) Superficie y d) Fractura transversal;
embebiendo a Lb. plantarum en las peliculas (7000X): e) Superficie y f) Fractura
transversal (3000 X).
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8.3. Ensayo de los recubrimientos en frutos de rambutan (Nephelium lappaceum)
8.3.1. Crecimiento de bacterias gram positivas en el pericarpio de rambutan

Los resultados encontrados al aplicar microorganismos de Lb. plantarum en la
superficie de frutos de rambutan solos o sobre recubrimientos de quitosano, muestran
que en la superficie se encontraron una gran cantidad de microorganismos gram
positivos, que fueron capaces de sobrevivir en los frutos almacenados hasta los 15 dias
a 10 °C y hasta los 10 dias a 25 °C (Figuras 6 y 7). La aplicacion combinada de Lb.
plantarum con quitosano disminuy6 el crecimiento de las BAL con respecto a la
aplicacion de Lb. plantarum solo, aunque no se encontré una disminucion del
crecimiento de BAL con respecto al tiempo de almacenamiento. Es importante
mencionar que los andlisis de viabilidad de Lb. plantarum inoculado en pelicula
mostraron que este microorganismo no fue capaz de sobrevivir solo en el quitosano,
pero si sobrevivid en el fruto de rambutan, lo que podria indicar que probablemente las
bacterias quedaron atrapadas en la interfase recubrimiento-superficie del fruto, sin que
hayan quedado embebidas en su totalidad en la pelicula durante la aplicacion del

recubrimiento.
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Figura 6. Crecimiento de bacterias gram positivas (Log UFC/mL) en frutos de
rambutan mediante siembra en placa por extension en agar MRS a 10 °C. C (O); Q
(<); BAL (J) y QBAL (A). Letras distintas indican diferencias significativas en el

analisis estadistico Tukey (a < 0.05).
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Figura 7. Crecimiento de bacterias lacticas (Log UFC/mL) en frutos de rambutan
mediante siembra en placa por extension en agar MRS a 25 °C. C (O); Q (<); BAL
(LJ) y QBAL (A). Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis

estadistico Tukey (a < 0.05).

Este efecto podria ser comparado con el que se ha reportado para diferentes
lactobacilos en soportes de alginato recubiertos con quitosano (Lee et al, 2004;
Wunwisa, et al., 2004). Existen reportes que prueban que la liberacion y sobrevivencia
celular en soportes, se lleva a cabo por mecanismos de crecimiento celular en las
cavidades de estos y es esta fuerza celular ejercida sobre las cavidades lo que disminuye
la resistencia estructural de los soportes, facilitando la liberacion y sobrevivencia
(Cachon et al., 1995; Audet et al., 1998). A pesar de que dichas cavidades no fueron
observadas en las micrografias electronicas para los microorganismos embebidos en las
peliculas (figura 5 f), las bacterias pudieron quedar atrapadas entre el fruto y el
recubrimiento, permitiendo su viabildad como se observo en estos analisis y que pudiera

explicar el aumento de las UFC en el caso del tratamiento QBAL almacenado a 10 °C.
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Los andlisis de tincion diferencial de Gram, mostraron que el quitosano y la
temperatura de almacenamiento de 25 °C promovieron el crecimiento de levaduras
sobre la superficie del rambutan, principalmente a los 10 dias de almacenamiento y a los
15 dias de almacenamiento a 10 °C (Tablas 6 y 7). También se puede observar que el
niumero de UFC bacterianas en los tratamientos BAL y QBAL fue significativamente
mayor que las observadas en los tratamientos C y Q; por lo que las bacterias presentes
en los analisis de viabilidad podrian pertenecer a las inoculadas sobre los frutos de

rambutan.

8.3.2. Efecto de recubrimientos con quitosano y bacterias lacticas en la calidad
poscosecha de rambutan
8.3.2.1. Efecto de los tratamientos en los solidos solubles totales y pH de los frutos
Los andlisis de concentracion de SST y pH no mostraron diferencias
significativas (o < 0.05) entre tratamientos durante los primeros diez dias de
almacenamiento en ambas condiciones de temperatura (10 y 25 °C) con respecto a los
analisis iniciales (Tablas 8 y 9). La pulpa de los frutos de rambutan presentan valores
altos de SST que pueden variar entre 17 y 21 %, ademas de bajos valores de acidez de
0.36 % (Kader, 1993; Landrigan et al., 1996). En contraste, los sdlidos solubles totales
de los frutos almacenados a 25 °C disminuyeron rédpidamente después de 10 dias de
almacenamiento, lo que posiblemente se puede atribuir al consumo de sustratos en
respiracion y a un rapido proceso de senescencia de los frutos, (Tabla 9). Por otra parte,
a 25 °C, el pH de la pulpa disminuyd durante los 10 primeros diez dias de
almacenamiento solo en el control (3.91 + 0.05) y permaneci6 sin cambio en los otros
tratamientos. Los SST y el pH de los tratamientos con quitosano y Lb. plantarum no
mostraron diferencias significativas (o < 0.05) durante el almacenamiento a 10 °C. Lo
anterior sugiere que, los tratamientos aplicados ayudaron a consevar las caracteristicas

postcosecha de los frutos (Tabla 8).
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Tabla 6. Tincion diferencial Gram e identificacion por morfologia de aislados obtenidos' de la superficie de rambutén almacenado

al0°C.
Tiempo
Tratamiento 0 5 10 15

Bacilos Levaduras Bacilos Levaduras Bacilos Levaduras Bacilos Levaduras
C (++++) (+) (++++) (++) +) (+++++) ND ()
Q2 ND (+) ND (++++++) (+++) (+++) ND ()

BAL (+H+++++) ND () ND () ND () ND

QBAL2 (+H+++++) ND () ND () ND () ND

"Los cultivos fueron realizados en agar MRS incubados a 30 °C durante 24 h. * 20 g/L. ND: crecimiento no determinado.

Tabla 7. Tincion diferencial Gram e identificacion por morfologia de aislados obtenidos' de la superficie de rambutén almacenado

a 25 °C.
Tiempo
Tratamiento 0 5 10 15
Bacilos Levaduras Bacilos Levaduras Bacilos Levaduras Bacilos Levaduras

C (++++) (++) (++) (++++) ND (++++++) ND ND

Q’ ND (++) ND (H+++++) ND (++++++)  ND ND
BAL (++++++) ND (+H+++4) ND (++++) (++) ND ND
QBAL? (H+++++) ND (++++) (++) (H+++++) ND ND ND

"Los cultivos fueron realizados en agar MRS incubados a 30 °C durante 24 h. * 20 g/L. ND: crecimiento no determinado.
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Tabla 8. Solidos solubles totales y pH en frutos de rambutan almacenados a 10 °C.

Sélidos Solubles Totales pH
Tratamiento Tiempo Tiempo
0 15 0 15
C 21.4+0.65" 20.9+0.53" 4.32+0.08" 4.274+0.09"
Q' 21.4+0.65" 21.2+0.94" 4.34+0.05° 4.42+0.08"
BAL 20.6 +0.61" 21.1 +£0.70° 4.34+0.05" 4.374 +0.04"
QBAL' 21.4+0.88" 20.8+0.77° 4.36+0.04" 4.31+0.04"

20 g/L. *Letras distintas indican diferencias significativas en el anélisis estadistico Tukey (a < 0.05).

Tabla 9.S6lidos solubles totales y pH en frutos de rambutdn almacenados a 25 °C.

Sélidos Solubles Totales pH
Tratamiento Tiempo Tiempo
0 10 0 10
C 21.5+0.85" 15.3+0.46° 4.36+0.03" 3.91+0.05
Q' 20.9+0.73* 17.6+0.57° 4.34+0.05° 4.33+0.05
BAL 21.6+0.49* 17.8+0.82° 4.28+0.04° 4.29+0.09°
QBAL' 20.9+0.83" 17.9+0.46° 4.33+0.02° 4.25+0.07°

'20 g/L. *Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis estadistico Tukey (a < 0.05).
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8.3.2.2. Cambios de firmeza de la pulpa

Los anélisis de textura mostraron que durante el almacenamiento a 10 °C se mantuvo
la firmeza de la pulpa de rambutan (Figura 8), mientras que a 25 °C disminuy6 drasticamente,
efecto que fue atribuido a la sobremaduracion y senescencia (Figura 9). La firmeza de todos
los tratamientos almacenados a 10 °C presentd un comportamiento similar durante los
primeros 10 dias. Posteriormente, sélo el tratamiento con quitosano mostré valores altos (19
N) con respecto a los otros tratamientos, lo que pudiera ser atribuido al efecto de este
recubrimiento en la fisiologia del fruto. De acuerdo a El Ghaouth et al, (2000) los
recubrimientos de quitosano afectan significativamente la respiracion y la sintesis de etileno,

conservando la firmeza por modificaciones de ambos procesos.
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Figura 8. Cambios de firmeza en pulpa de rambutan almacenado a 10 °C. C (O); Q (<);
BAL (L) y QBAL (A). Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis
estadistico Tukey (a < 0.05).
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Figura 9. Cambios de firmeza en pulpa de rambutan almacenado a 25 °C. C (O); Q (<);
BAL (L) y QBAL (A). Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis
estadistico Tukey (a < 0.05).

8.3.2.3. Pérdida de peso

La pérdida de peso de los frutos fue elevada debido a la baja humedad relativa de la
camara de almacenamiento en la que se mantuvieron los frutos (75 + 2.5 %); sin embargo,
bajo esas mismas condiciones los frutos control mostraron pérdidas mayores que los demas
tratamientos (Figuras 10 y 11). Los tratamientos C y Q almacenados a 25 °C presentaron
valores significativamente superiores de pérdida de peso, que los frutos de rambutan tratados
con Lb. plantarum o los tratados con la combinacion Q/BAL (Figura 11). Asimismo, se
observd que los frutos tratados con la BAL tuvieron los valores mas bajos de pérdida de peso,
efecto atribuido al desarrollo de los lactobacilos sobre el pericarpio y observado en los analisis
de viabilidad. Este efecto pudiera estar relacionado con la probable secrecion de
exopolisacaridos por las bacterias, que se encontraban metabolicamente activas, a pesar de las
condiciones desfavorables para su crecimiento y que pudo disminuir la permeabilidad del

pericarpio, limitando la pérdida de humedad.
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Figura 10. Pérdida de peso en rambutan almacenado a 10 °C. C (O); Q (<); BAL (D) y
QBAL (A).Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis estadistico Tukey-

(0 < 0.05).
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Figura 11. Pérdida de peso en rambutan almacenado a 25 °C. C (O); Q (<); BAL () y
QBAL (A). Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis estadistico Tukey

(0 < 0.05).
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8.3.2.4. Cambios de color del pericarpio y produccion de acido lactico

Los valores de L* (luminosidad) obtenidos, mostraron que el color de los frutos con
tratamientos BAL y QBAL fue mas claro que el observado con los tratamientos C y Q, lo cual
puede deberse a un retraso en el proceso de senescencia como se indicd (Figuras 12a y b).
Asimismo, puede observarse en la figura 12b, que estos mismos tratamientos almacenados a
10 °C tuvieron valores mas altos de a* al dia 15, efecto que puede estar relacionado con la
disminucién en la pérdida de agua en estos frutos, ya que los mayores efectos del
oscurecimiento del rambutan, se han asociado con su deshidratacion (Landrigan et al., 1996).

Por otra parte, también debe considerarse que si bien la pérdida de peso del tratamiento
QBAL no fue diferente a las del tratamiento con quitosano, el microorganismo se encontraba
activo, lo que podria estar contribuyendo a la retenciéon de la coloracion. Ketsa y Leelawatana,
(1992) reportan que las antocianinas en el fruto de litchi son menos estables conforme el pH
del medio aumenta, conservandose estables cuando se encuentran en pH 4cidos. La presencia
del lactobacilo en este trabajo y la produccion de acido lactico por las BAL ocasionaron que el
pH del pericarpio se mantuviera acido estabilizando a las antocianinas. Este efecto no pudo
observarse a 25 °C (Figura 12a) ya que la deshidratacion a esta temperatura fue muy severa en

todos los tratamientos.
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Figura 12. Graficos polares de los cambios de color de frutos de rambutan de acuerdo a la

escala CIE (L* y a*) durante el almacenamiento a: a) 25 °C; b) 10° C. C (O); Q (<); BAL

(L) y QBAL (A).
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La aplicacion de Lb. plantarum solo o combinado con quitosano contribuy6 a
disminuir significativamente la pérdida de la coloracion (a*), (L*) y la pérdida de peso con
respecto al control. Ademads, ambos tratamientos (BAL y Q/BAL) ayudaron a conservar
algunos pardmetros de calidad del fruto de rambutén, tales como el pH y la concentracion de
solidos solubles totales. Por otra parte, es esencial remarcar que a pesar de la elevada
concentracion de quitosano (20 g/L) y a que éste pudo haber embebido una gran cantidad de
bacterias lacticas, los microorganismos fueron capaces de sobrevivir durante todo el
almacenamiento contribuyendo a conservar las caracteristicas del fruto de rambutan. Los
pardmetros de calidad presentaron mejores valores para los frutos almacenados a 10 °C,
mientras que en los frutos almacenados 25 °C no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos, debido a la senescencia y sobremaduracion de los frutos.

La determinacion de acido lactico en el pericarpio en los frutos almacenados a 10 °C,
tratados con Lb. plantarum mostr6 valores mas altos (24.7 + 0.1 ug/g pericarpio) (o < 0.05),
que los mostrados por los frutos control (13.5 + 2.2 ug /g pericarpio) o los tratados con
quitosano (10.9 + 0.2 ug /g pericarpio) (Tabla 11). Por otra parte, los pericarpios tratados con
quitosano/Lb. plantarum presentaron valores de 17 + 1.1 ug/g pericarpio, menores a los del

microorganismo solo, pero significativamente mayores a los de los tratamientos C y Q.

Tabla 10. Concentracion de 4cido lactico en el pericarpio de frutos de rambutan almacenados

a 10 °C.
Tiempo

Tratamiento (Dias) ug de acido lactico /g de cascara
C 0 7.61 +0.15°
C 15 13.47 +2.24°
Q20¢g/L 15 10.87 + 0.23°
BAL 15 24.68 +0.13¢
Q20 g/L/BAL 15 17.00 + 1.13°

*Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis estadistico Tukey (a < 0.05).
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La relacion entre el acido lactico y la pérdida de peso fue determinada y expresada
como indice de impregnacion de acido lactico (ITA) de acuerdo a lo reportado por Caro y Joas,
(2005). Altos valores de IIA indican altos valores de acido producido sobre la superficie de
rambutan con una pérdida de peso baja. La relacion entre IIA y a* en los frutos almacenados a
10 °C después de 15 dias de almacenamiento se muestran en la figura 13. Se puede observar
que los valores de a* aumentan con altos valores de IIA, y que ello significa una apariencia
visual mejor. Esto indicd que valores altos de acido lactico sobre el pericarpio de rambutan
producidos por Lb. plantarum produjeron una mejor apariencia y coloracion de los frutos. De
la misma manera, Caro y Joas (2005) reportaron que altos valores de IIA indicaron mejores
caracteristicas de calidad en frutos de litchi tratados con diferentes acidos organicos. Estos
resultados confirman que el quitosano permitio la viabilidad y la actividad metabolica de Lb.
plantarum sobre la superficie del fruto y que este polimero puede ser usado de manera
combinada con el microorganismo para acidificar el pericarpio y mantener la coloracion de la

superficie del rambutan.
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Figura 13. Efecto del indice de impregnacion de acido lactico sobre la calidad del color (a*)
en frutos almacenados a 10 °C. Letras distintas indican diferencias significativas en el andlisis

estadistico Tukey (a < 0.05).
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8.3.3. Micrografias electronicas de barrido del pericarpio de frutos de litchi sometidos a
los tratamientos probados

El fruto de rambutdn mostré una morfologia muy irregular que protegido y mejoro la
resistencia de Lb. plantarum contra el quitosano (Fig. 14 a y b). Los analisis por SEM del
recubrimiento mostraron que el biopolimero se distribuyé ampliamente a través del pericarpio,
incluso en aquellas zonas con morfologia muy irregular, tales como los tricomas, (Fig. 14 ¢y
d). En la figura 14 e y f, se pudo observar que las bacterias se distribuyeron por la superficie
del rambutén, lo que coincide con los analisis de viabilidad, esto permitié que las bacterias
mantuvieran la humedad del pericarpio. A pesar del efecto antimicrobiano del quitosano, los
lactobacilos fueron capaces de crecer sobre la superficie de los frutos de rambutan (Fig. 14 gy
h).

Estudios previos han demostrado el efecto inhibitorio del quitosano sobre Lb.
plantarum (No et al., 2002). En los andlisis iniciales se pudo observar que el quitosano de 117
kDa present6 una MIC en agar de 0.5 g/L. A pesar de lo anterior los analisis de viabilidad
demostraron que la cuenta microbiana de los frutos tratados con quitosano permanecio estable
durante el almacenamiento a 10 °C. En este sentido, también se ha reportadon la sobrevivencia
de Candida saitoana en recubrimientos de glicol quitosano (El Ghaouth et al., 2000).

Kubota et al., (2008) reportaron la formacion de una biopelicula por BAL. Por lo que
la disminucion de la pérdida de peso en los frutos tratados con lactobacilos, también podria
explicarse por la secrecion de exopolisacaridos por Lb. plantarum con la consecuente
formacion de una biopelicula sobre los frutos a bajas humedades relativas (75 %). De acuerdo
a Tallon et al., (2003), las BAL secretan exopolisacaridos para adherirse a las superficies
solidas en condiciones de desecacion. Por otra parte, la disminucién de la pérdida de peso
podria también ser atribuida a la colonizacion de la superficie de los frutos con Lb. plantarum
ya que la alta densidad celular podria reducir la permeabilidad del vapor de agua, debido a la
trayectoria tortuosa que necesitarian seguir las moléculas de agua al viajar desde el pericarpio

hasta la microatmésfera de la superficie del fruto.
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Figura 14. Micrografias electronicas de los tratamientos de frutos de rambutan almacenados a

10°C:ayb(C);cyd(Q); ey f(BAL); gy h (QBAL).
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Los analisis realizados en este bioensayo mostraron que Lb. plantarum sobrevivid
sobre la superficie del rambutan bajo las condiciones de almacenamiento, encontrando
condiciones favorables para la produccion de éacido lactico. Por otra parte, el quitosano
mantuvo la viabilidad del lactobacilo. Esto contribuy6 a la conservacion del color (a* y L*), el
contenido de so6lidos solubles totales y pH.

La utilizacion de quitosano en concentraciones de 20 g/L sobre la superficie de los
frutos mostré pérdidas de peso mas altas respecto al control y no tuvo un efecto inhibitorio
total sobre el desarrollo y viabilidad del microorganismo. Por lo tanto, se propuso modificar
quimicamente el quitosano, para mejorar sus propiedades de barrera y disminuir asi la pérdida

de peso de los frutos en un segundo experimento.
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8.4. Modificacion del recubrimiento
8.4.1. Efecto de la fuente de carbono sobre la viabilidad de Lb plantarum

Para mejorar la viabilidad de la BAL en la superficie del quitosano y la acidificacion
que produce se probd la adicion de diferentes carbohidratos a medios minimos nutritivos
inoculados con Lb. plantarum, para proponer su inclusion como prebiotico en los
recubrimientos y asi mejorar la viabilidad y la acidificacion producida por la BAL. Los
resultados se muestran en la Figura 15, se puede observar que la fructosa tuvo el mejor efecto,
aumentando significativamente el crecimiento de Lb. plantarum con respecto a las otras
fuentes de carbono probadas. Este mismo carbohidrato mostré la mayor acidificacion del
medio, por lo que se decidi6 probarlo como prebidtico en los recubrimientos de quitosano

(Figura 15).
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Figura 15. Crecimiento de Lb. plantarum en medio minimo nutritivo adicionado con
diferentes carbohidratos y acidificacion del medio. Letras distintas indican diferencias

significativas en el andlisis estadistico Tukey (a < 0.05).
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8.4.2. Modificacion quimica del Quitosano

Para utilizar un proceso mas limpio y amigable al medio ambiente, se decidié proponer
como material estructural de los recubrimientos, un quitosano obtenido en el laboratorio de
biopolimeros, a partir de un proceso bioldgico y observar su comportamiento con respecto al
quitosano comercial.

A pesar de que el quitosano tiene muchas ventajas como material estructural para la
elaboracion de recubrimientos; de acuerdo a las isotermas obtenidas, a partir de humedades
relativas altas (> 73 %) se presenta un aumento de la adsorcion de agua sobre el quitosano,
efecto que pudiera disminuir sus caracteristicas mecanicas de resistencia a la tension y
aumentar su WVP. Las permeabilidades presentadas en el gradiente de 75 — 92 %, fueron
significativamente mayores (o < 0.05), a las analizadas en el gradiente 0 - 75 %, ya que la
efectividad como barrera al vapor de agua depende de la estabilidad del recubrimiento a la
temperatura y la humedad relativa del medio (Tabla 11). Para aumentar su resistencia a
humedades mayores del 75 %, se planteo la modificacion quimica de este material estructural
con glutaraldehido 0.02% p/v en una formulacion liquida. Se observd que el quitosano
modificado con glutaraldehido mejord sus caracteristicas como barrera al vapor de agua del

recubrimiento en las condiciones de HR probadas (75 — 92 %). (Tabla 12).

Tabla 11. Permeabilidad al vapor de agua de quitosanos de 171.4 y 400 kDa a 20 g/L

modificados con diferentes aditivos en condiciones de prueba 0 - 75y 75 - 92 % HR a 10 °C.

Quitosano Permeabilidad Condicion de prueba
(Mw) (gmm/KPa dm?)
0-75 % 75-92 %
Q 171.4 KDa 2.15+0.20" 39.33 +2.56"
Q 400 KDa 2.35+0.15° 18.41 + 1.05°

*Letras distintas indican diferencias significativas en el andlisis estadistico Tukey (a < 0.05).
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Tabla 12. Permeabilidad al vapor de agua de quitosanos de 171.4 y 400 kDa modificados con

diferentes aditivos en condiciones de prueba 75 — 92 % HR a 10 °C.

Quitosano Aditivos \VAY% 4
Peso (Mw) Conc. (p/v) (gmm/dm’kPa)
20 g/L Control 39.33 +2.56°
171.4 kDa GA 0.02 % 34.1+ 1.56
10 g/L Control 22.56 +2.87°
GA 0.02 % 16.58 + 0.76"
Control 18.41 + 1.05%
400kDa 10 g/L GA 0.02 % 16.73 + 0.15¢
Fructosa 1% 22.82+1.62°

GA 0.02 % + Fructosa 29.89 +3.73°

*Letras distintas indican diferencias significativas en el andlisis estadistico Tukey (a < 0.05).

Los recubrimientos de quitosano presentaron valores mas bajos de permeabilidad
conforme disminuy6 la concentracion de quitosano de 20 a 10 g/L. Por otra parte, se puede
observar que los quitosanos de ambos Mw, presentaron WVP similares en las mismas
condiciones a una concentracion de 10 g/L. Esto es importante debido a que se seleccion6 esta
concentracion para optimizar la formulacion y disminuir los niveles de quitosano sobre el
fruto y asi reducir su efecto inhibitorio sobre la bacteria.

El quitosano de 400 kDa elaborado en el laboratorio de biopolimeros se selecciond
para probarse como recubrimiento en un ultimo experimento con frutos de litchi. Por otra
parte, la aplicacion de glutaraldehido en concentraciones de 0.02% p/v disminuyd
significativamente la transferencia del vapor de agua con respecto a cada quitosano control (o
< 0.05). Es esencial remarcar que el quitosano de 400 kDa (nativo), present6 valores muy
similares al quitosano de 171.4 kDa con la modificacion con GA, bajo las mismas condiciones
de prueba (Tabla 12). Por otra parte, se puede observar que la adicion de fructosa aumento

significativamente la WVP, efecto perjudicial para esta caracteristica del recubrimiento.
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8.4.3. Analisis de la viabilidad y sobrevivencia de Lb. plantarum en peliculas de quitosano
modificadas

Los analisis de viabilidad de las peliculas de quitosano modificadas con GA y/o con
fructosa indican que los tratamientos con estos dos compuestos presentan valores superiores
de UFC en las condiciones de almacenamiento probadas (Figura 16). En el anélisis inicial se
puede observar que en todos los tratamientos con quitosano, hay aproximadamente 5 unidades
menos de log UFC de Lb. plantarum que en el control con bacterias solas. Por otra parte, se
puede observar que el tratamiento de quitosano modificado con glutaraldehido y con fructosa,
mostré una disminucion de la actividad antimicrobiana del quitosano, alcanzando las BAL

hasta 15 dias de viabilidad.

Log UFC/mL
(0]
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Figura 16. Viabilidad de Lb. plantarum en peliculas de quitosano de 400 kDa (10 g/L)
almacenadas a 92% de HR y 10 °C. BAL (+); Q (<); Q/GA (O); Q/F (A); Q/GA/F (O); GA
(X). Letras distintas indican diferencias significativas en el analisis estadistico Tukey (o <

0.05).
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De acuerdo a estos resultados, se observo que las caracteristicas antimicrobianas del
GA disminuyeron mediante la combinacion y el entrecruzamiento con el quitosano y
viceversa, es decir que las propiedades antimicrobianas del quitosano también disminuyeron
por la modificacion con glutaraldehido, por lo que se puede proponer como un material
estructural modificado para la elaboracion de recubrimientos. La adicion de fructosa también
contribuyd a mejorar la sobrevivencia de Lb. plantarum en peliculas de quitosano,
disminuyendo solo una unidad de log UFC con respecto a los anélisis iniciales hasta los 15
dias de almacenamiento. Por otra parte, los andlisis de acidez titulable mostraron que la
adicion de GA y fructosa aument6 significativamente (o < 0.05), la acidificacion de la pelicula
de quitosano sobre los otros tratamientos (Figura 17). El pH obtenido después de la
solvatacion de la pelicula se muestra en la figura 18. Puede observarse que los tratamientos

con fructosa y GA presentaron pHs mas bajos que el tratamiento con quitosano solo.
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Figura 17. Acidez titulable de peliculas de quitosano de 400 kDa inoculadas con Lb.
plantarum y almacenadas a 92 % HR y 10 °C. Q (<); Q/GA (O); Q/F (A); Q/GA/F (O).

Letras distintas indican diferencias significativas en el andlisis estadistico Tukey (o < 0.05).
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Figura 18. Cambios de pH en peliculas de quitosano de 400 kDa inoculadas con Lb.
plantarum y almacenadas a 92 % HR y 10 °C. Q (<); Q/GA (O); Q/F (A); Q/GA/F ().

Letras distintas indican diferencias significativas en el andlisis estadistico Tukey (o < 0.05).

A pesar del aumento de la viabilidad y la acidificacion por la adicion de fructosa, es
importante remarcar que existe un efecto notable de este carbohidrato en el aumento de la
WVP (Tabla 11), lo que disminuye las ventajas del quitosano como material estructural del
recubrimiento. Por otra parte, el efecto positivo de la adicion de GA al quitosano en mejorar
las caracteristicas de permeabilidad y viabilidad, deben tomarse con precaucion, debido a que

este compuesto es citotoxico y presenta algunas restricciones de uso (Nishi ef al., 1995; Sung

et al., 1999).
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8.5. Experimento con frutos de litchi (Litchi chinensis son cv. Brewster.)

Una vez analizados los resultados del primer ensayo en frutos de rambutdn y una vez
hechas las modificaciones propuestas al quitosano de 400 kDa, se procedio a analizar el efecto
de estos cambios en los pardmetros de calidad de frutos de litchi (Litchi chinensis son cv.

Brewster).

8.5.1. Determinacion de la viabilidad de Lb. plantarum durante el almacenamiento.

Los analisis de viabilidad de Lb. plantarum en frutos de litchi mostraron que los
tratamientos C y BAL presentaron valores altos que se conservaron durante el almacenamiento
(Fig. 19). Estos resultados confirman que las BAL fueron capaces de sobrevivir sobre la
superficie de estos frutos. Por otra parte, cabe mencionar que en los tratamientos Q/GA y
Q/GA/BAL no se observo viabilidad de bacterias gram positivas en ninguna de las diluciones
efectuadas. Este efecto puede deberse a la citotoxicidad del GA o a la baja solubilidad del

quitosano entrecruzado como fue reportado por Fwu-Long, et al., 2006.
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Figura 19. Crecimiento de bacterias lacticas (Log UFC/mL) en frutos de litchi almacenados a
10 °C y 75 % HR. Siembra en placa por extension en agar MRS. C (<); BAL (A). Letras

distintas indican diferencias significativas de acuerdo a un analisis estadistico LSD (a < 0.05).
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Los anélisis realizados por Shah y Nath, (2007) mostraron un incremento en la
poblaciéon de bacterias lacticas en el arilo de fruto de litchi minimamente procesado,
alcanzando de 3.5 a 6.5 log UFC/g cuando se almacenaron a 4 °C durante 24 dias. Martinez-
Castellanos et al., (2009) demostraron que Lb. plantarum puede sobrevivir y producir acido
lactico sobre el pericarpio de frutos de rambutdn en condiciones de almacenamiento similares
(10 °C y 75 HR), por lo que es factible proponer que Lb. plantarum pudiera haber tenido este
mismo comportamiento en frutos de litchi, produciendo 4cido lactico sobre el pericarpio y
contribuyendo asi a conservar las caracteristicas de calidad del fruto de litchi. Los frutos de
litchi tratados con quitosano modificado solo o en combinacion con la BAL, no presentaron
caracteristicas adecuadas, por lo que estos tratamientos se omitieron en los andlisis de lactico

antocianinas y fenoles.

8.5.2. Determinacion de acido lactico en frutos de litchi

La determinacion de acido lactico en el pericarpio de los frutos almacenados a 10 °C,
tratados con Lb. plantarum mostrd valores mas altos (1169.68 + 85.74 ug/g pericarpio seco)
(a0 < 0.05), que los mostrados por los frutos control (557.78 + 21.61 ug /g pericarpio seco)

(Figura 20).
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Figura 20. Determinacion de acido lactico en pericarpio de litchi. C (<); BAL (A). Letras

distintas indican diferencias significativas de acuerdo a un analisis estadistico LSD (a < 0.05).
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A pesar de que ambos tratamientos presentaron valores similares de acido lactico al
séptimo dia de almacenamiento, a tiempos mayores los frutos control presentaron niveles
menores de acidez en el pericarpio por mas tiempo. Este efecto es congruente con los analisis
de viabilidad donde se observaron mayores unidades formadoras de colonias de bacterias gram
positivas en los frutos tratados con Lb. plantarum y con la conservacion de las caracteristicas
de color y la disminucion del indice de dafio presentadas por los frutos tratados con el
microorganismo.

Es importante sefialar que en ambos ensayos con frutos de rambutan y de litchi se
observaron resultados similares respecto al efecto de la bacteria lactica en los pericarpios de
ambos tipos de frutos, que aunque poseen estructuras completamente diferentes como se vera
en los estudios de microscopia electronica, tienen problematicas similares de oscurecimiento

por deshidratacion.

8.5.3. Analisis de los parametros de calidad.
Las caracteristicas de calidad observadas en los so6lidos solubles, la acidez titulable, y
los parametros de color, demostraron que la bacteria lactica no afectod las caracteristicas de

calidad de los arilos y permitid conservar las caracteristicas del pericarpio del fruto de litchi.

8.5.3.1. Pérdida de peso, sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y cociente
SST/AT

Se observaron cambios significativos en la evolucién de estos pardmetros durante el
almacenamiento. A pesar de que la pérdida de peso durante el estudio fue alta, se atribuy¢ a la
baja humedad relativa de la cdmara en que se mantuvieron los frutos (75 + 5 % HR). La
Figura 21 muestra una disminucion significativa de la pérdida de agua en frutos tratados con
Lb. plantarum (o < 0.05). Se considera que este efecto esta relacionado con la actividad de la
bacteria lactica sobre el pericarpio de litchi, ya que se obtuvieron resultados similares en frutos
de rambutan tratados con BAL, en los que también se observo una disminucion en la pérdida
de peso (Martinez-Castellanos et al, 2009). Como se menciond anteriormente este efecto
puede explicarse por la secrecion de exopolisacaridos por las bacterias que forman una
biopelicula y/6 por el crecimiento de las células bacterianas que disminuyen la permeabilidad

al vapor de agua.
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Figura 21. Pérdida de peso en frutos de litchi almacenados a 10 °C y 75 + 5 % HR. C (<);
Q/GA (O); BAL (A) yQ/GA/BAL (x). Letras distintas indican diferencias significativas de

acuerdo a un analisis estadistico LSD (a. < 0.05).

Pudo observarse también que la modificacion del quitosano con GA disminuyd
significativamente la pérdida de peso de los frutos con respecto al quitosano nativo, aunque
estos valores son altos con respecto a los comercialmente aceptables (8 %), ambos frutos
mantuvieron pérdidas de peso menores a los reportados por Jiang y Fu (1999), donde se
reportaron pérdidas de peso mayores al 20 % después de 3 dias de almacenamiento a
humedades relativas de 70 %.

Por otra parte, los analisis de calidad mostraron que la acidez titulable, los sélidos
solubles totales, y la relacion SST/AT no fueron significativamente diferentes durante el
almacenamiento en los frutos control y los tratados con Lb. plantarum (Tabla 13); sin
embargo, el quitosano modificado disminuy6 la AT del litchi y por lo tanto, elevo el cociente

SST/AT, efecto que puede estar relacionado con la citotoxicidad del GA.
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Tabla 13. Caracteristicas de calidad de frutos de litchi almacenados 21 diasa 10°Cy 75 £ 5

% HR
Tratamientos AT (%) SST SST/AT Vol Jugo'
C 022+0.09° 18.96+0.20° 8578 +2230° 60.92+232°
BAL 0.21 +0.01° 18.6 +0.30°  91.85+19.98° 68.05+187°
Q/GA 0.15+0.01°> 189+ 0.50°  144.04+17.32° 68.09+0.10*
Q/GA/BAL 0.13+0.08° 187+ 0.62%® 141.40+11.32° 67.79+1.55°

'Volumen de jugo extraido de cada 15 frutos. *Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a un

analisis estadistico LSD (a < 0.05).

Los anélisis del volumen de jugo mostraron que los frutos tratados con Lb. plantarum
presentaron valores significativamente mayores a los frutos control, efecto que correlaciona

con la disminucidn observada en la pérdida peso (o < 0.05) de este tratamiento.

8.5.3.2. Cambios de color del fruto

Los cambios de color del pericarpio se relacionaron directamente con los cambios en
los valores L*, C* y h. Los valores iniciales de L* (luminosidad) fueron de 30.5 + 1 y
mostraron una disminucion gradual pero significativa (o < 0.05) durante al almacenamiento de
los frutos control, alcanzando valores de 25 unidades (Fig. 22). El tratamiento con Lb.
plantarum presentd los valores mas altos de L* de todos los tratamientos analizados,
conservando los valores de este pardmetro sin diferencias significativas durante los 21 dias de
almacenamiento, lo que se reflejo en una apariencia mas clara del fruto (a < 0.05). Esto es
importante, debido a que los frutos control presentaron un oscurecimiento mayor. El
tratamiento con quitosano modificado mostrd los valores mas bajos a los 14 y 21 dias de
almacenamiento, sin embargo cuando se le combind con la BAL, se observd un efecto
protector de Lb. plantarum en el pericarpio que contrarrestd el efecto negativo del GA

adicionado al quitosano en solucion. Se considera que este efecto esta relacionado con la
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actividad del microorganismo y la acidificaciéon que produce in situ durante los primeros dias
de almacenamiento. Por otra parte, se observo que este tratamiento mostré valores similares a

los del tratamiento control.
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Figura 22. Valores de luminosidad (L*) en frutos de litchi almacenados a 10 °C 'y 75 % HR. C
(<); Q/GA (O); BAL (A) y Q/GA/BAL (). Letras distintas indican diferencias

significativas de acuerdo a un andlisis estadistico LSD (a < 0.05).

El valor C* (saturacion, cromaticidad), mostré que el color rojo de los frutos control se
tornd mas opaco a partir del dia 7 de almacenamiento, alcanzando valores de 25 (Fig. 23). Los
frutos tratados con la bacteria lactica mostraron un color mas vivido del pericarpio ya que los
dos ultimos dias de analisis mantuvieron valores significativamente mayores de saturacion en
relacion a los demas tratamientos (o < 0.05). Por otra parte, la aplicacion del quitosano
modificado acelerd la disminucion de C*, aumentando rapidamente la opacidad del color del

pericarpio.
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Figura 23. Croma o saturacion (C*) en frutos de litchi almacenados a 10 °C y 75 % HR. C
(<); Q/GA (O); BAL (A) y Q/GA/BAL (%). Letras distintas indican diferencias

significativas de acuerdo a un analisis estadistico LSD (a < 0.05).

En la figura 24 se puede observar que los valores de matiz h (tinte, matiz o color), para
los frutos control y los tratados con BAL no presentaron diferencias significativas durante todo
el almacenamiento, presentando después del dia 14 de almacenamiento (a0 < 0.05), valores
cercanos a 35, que es el valor maximo de h permitido para la comercializacion del fruto. Los
frutos tratados con GA mostraron un oscurecimiento rapido de la cascara que correlaciona con
los valores de los parametros cromaticos CIE (L*, C* y h). Es importante hacer notar que la
medida de los parametros se realizo en las regiones no afectadas por el oscurecimiento del
fruto, ya que lo que se pretendia analizar era el efecto de los tratamientos en el color rojo

original de los frutos o en la degradacion de antocianinas.
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Figura 24. Valores h en frutos de litchi almacenados a 10 °C y 75 % HR. C (<); Q/GA (O);
BAL (A) y Q/GA/BAL (%). Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a un
analisis estadistico LSD (a < 0.05).

8.5.3.3. Indice de dafio

El indice de dafio mostrd una perspectiva mas amplia de la degradacion del pericarpio
y la pérdida de la coloracién de la superficie de los frutos ya que esta directamente relacionado
con la calidad visual de los litchis. Los frutos control aumentaron gradualmente el dafio en la
escala elegida, alcanzando niveles entre 5 y 6 lo que corresponde a dafios severos en mas del
50 % de la superficie del pericarpio (Fig. 25), mientras que los frutos tratados con Lb.
plantarum mostraron valores significativamente menores a los encontrados en los frutos
control a los 21 dias de almacenamiento (o < 0.05).

A pesar de que los frutos control y los tratados con BAL presentaron valores de indice
de dafio de 4 (41- 50 % de dafio) al dia 14 de almacenamiento, los frutos tratados con Lb.

plantarum mostraron claramente una mejor condicion y coloracion e incluso se alcanzaron a
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I N — N N .
diferenciar significativamente por una unidad menos de dafio con respecto al indice de dafio de
los demas tratamientos al dia 21 del almacenamiento (a < 0.05).
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Figura 25. Indice de dafio en frutos de litchi almacenados a 10 °C y 75 % HR. C (<); Q/GA
(1J); BAL (A) y Q/GA/BAL (x). Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo

a un analisis estadistico LSD (a < 0.05).

Efectos similares se han demostrado en tiempos mas cortos con la aplicacion directa de
acidos (clorhidrico y citrico) sobre la superficie del fruto. Jiang et al., (2004) encontraron que
se puede disminuir significativamente el oscurecimiento del fruto con respecto a la
concentracion de acido clorhidrico (0.5, 1 y 2 %) y del tiempo de inmersion de los frutos de
litchi cv. Huaizhi en dichas soluciones acidas.

También se ha probado la adicion de algunas sustancias antioxidantes para tratar de
disminuir el oscurecimiento del pericarpio. Duan et al., (2007) encontraron que la adiccion de
antioxidantes extraidos de litchi (antocianinas) a pericarpios de frutos de litchi, pueden reducir
la peroxidacion lipidica de las membranas, preservando la integridad celular y disminuyendo
con ello el oscurecimiento. El efecto de Lb. plantarum observado en la conservacion del color
es consistente con los resultados del primer ensayo realizado con frutos de rambutan, en el que

se encontrd que las bacterias lacticas estan directamente relacionadas con la disminucion del
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oscurecimiento, debido a la acidificacion que provocan in situ por la produccion de acido

lactico en el pericarpio.

8.5.3.4. Determinacion de antocianinas

En la figura 26 se presenta la evolucion de Cianidina-3-rutindsido, antocianina mas
abundante (=75 %) en frutos de litchi cv. Brewster (Lee y Wiker, 1991; Riviera-Lopez et al.,
1999). Se puede observar que la aplicacion de Lb. plantarum logré disminuir la degradacion
de esta antocianina a partir de los siete dias de almacenamiento, encontrandose diferencias
significativas con respecto a los frutos control (o < 0.05). Este efecto se atribuyd a la
produccion de acido lactico por las BAL y es consistente con los datos de indice de dafio y

valores CIE-LAB (L*, C* y h) obtenidos.

100 -
e 907 Ao I
g 1
g 80 ¢ b
2 1 &
e 70 A Y @ M
o0 a
o
S 60 -
~
3
2 50 -
NG
= 40
= ]
=
on
& 30 -
g
S
= 20 -
8
3} ]
%1) 10
0 T T 1
0 7 14 21

Tiempo (Dias)

Figura 26. Evolucion de cianidina-3-rutindsido en frutos de litchi almacenados a 10 °C y 75
% HR. C (<); BAL (A). Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a un
analisis estadistico LSD (a < 0.05).
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La disminucion de la cianidina-3-rutindsido durante el periodo poscosecha en litchi es
consistente en diferentes estudios, disminuyendo alrededor del 19 % a los 25 dias de
almacenamiento a 4 °C (Lee y Wiker, 1991). Por otra parte, los resultados encontrados son
equiparables a los reportados por Shi-Ping et al., (2005) donde la concentracion de
antocianidinas se mantuvo estable durante los primeros 14 dias con atmdsferas modificadas de
oxigeno y didxido de carbono, favoreciendose la conservacion de los frutos de litchi.

La medida de la absorbancia por espectrofotometria (4/g pericarpio) también mostrd
una disminucidn significativa (a < 0.05) de la pérdida de antocianinas totales en el pericarpio
de los frutos de litchi tratados con BAL a los 14 y 21 dias de tratamiento (Fig. 27) y fue
congruente y se correlaciono6 bién con la concentracion de cianidina-3-rutindsido obtenida por

HPLC (R*=0.9334).

0.9 +

0.7 b
0.6 -

0.5 -

A/g pericarpio

0.3 -

0.2 -

0.1 -

O T T 1
0 7 14 21

Tiempo (Dias)

Figura 27. Antocianinas totales medidas por absorbancia (4/g pericarpio) en frutos de litchi
almacenados a 10 °C y 75 % HR. C (<); BAL (A). Letras distintas indican diferencias

significativas de acuerdo a un andlisis estadistico LSD (a < 0.05).
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8.5.3.5. Determinacion de fenoles

Los niveles de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu se presentan
expresados como mg de catequina en la figura 28. Puede observarse que hubo mayor
concentracion de fenoles en los frutos tratados con Lb. plantarum que en los frutos control a
los 7 y 21 dias de almacenamiento. En general este comportamiento coincide con el reportado
en la literatura por Shah y Nath, (2007) quienes encontraron que el contenido total de fenoles
disminuyo alrededor del 30 % después de 24 dias de almacenamiento para distintos
tratamientos. Cabe mencionar que los frutos tratados con la bacteria lactica mostraron una
disminucion del 50 % de la pérdida de fenoles con respecto a los frutos control, es decir que
presentan mayores niveles de fenoles. Esto podria disminuir la oxidacién de antocianinas y
consecuentemente el oscurecimiento del pericarpio de acuerdo al mecanismo propuesto por
Jiang, et al., (2004) que sugieren que la accion de algunas enzimas (PDO y la PPO) sobre los
fenoles produce productos de oxidacion que aceleran la degradacidon de antocianidinas con el

subsecuente aumento en la concentracion de compuestos de color café.
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Figura 28. Concentracion de fenoles (mg catequina/g pericarpio) en frutos de litchi
almacenados a 10 °C y 75 % HR. C (<); BAL (A). Letras distintas indican diferencias

significativas de acuerdo a un analisis estadistico LSD (a < 0.05).
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Un mayor numero de fenoles totales en el pericarpio indica de acuerdo al mecanismo
propuesto, menor formacion de compuestos poliméricos de color café, y una menor actividad
de enzimas sobre las antocianinas. Esta interpretacion se justifica por los valores obtenidos en
indice de dafio, parametros de color (L*, C* y h) y los andlisis de cianidina-3-rutinésido y

antocianinas totales.

8.5.4. Microscopia electronica de barrido del litchi (SEM)

Las micrografias electronicas de los frutos mostraron una estructura bastante compleja
del pericarpio del fruto de litchi (Fig. 29). Las estructuras observadas se atribuyeron a
formaciones parecidas a placas alisadas y ornamentadas de cera, de acuerdo con lo reportado
por Sivakumar y Korsten, (2006). El tratamiento con Lb. plantarum mostr6 una mayor
densidad bacteriana sobre la superficie de los frutos de litchi en comparacion a los frutos
control (Figuras 29 a y b). Estos resultados corresponden con las viabilidades encontradas en
este tratamiento. A los 14 dias de almacenamiento la estructura de los frutos control se
encontro inalterada con respecto al analisis inicial (Fig. 29c), mientras que los frutos tratados
con Lb. plantarum presentaron algunas estructuras sobre la superficie, presumiblemente
polisacaridos secretados por las BAL (Figura 29d). Estas estructuras, aunque aleatoriamente
distribuidas, podrian contribuir a mantener la microatmdsfera de la superficie del fruto,
disminuyendo la pérdida de agua y ayudando a conservar las caracteristicas de calidad del
fruto de litchi tal y como se observo en los andlisis anteriores. Esto constituye también una
evidencia de que las bacterias lacticas se encontraron metabolicamente activas sobre la
superficie del litchi, y contribuye a explicar el efecto del lactobacilo sobre la disminucion de la
pérdida de peso observada en los ensayos con ambos frutos, ya que la presencia de este
polisacarido disminuye el area expuesta del pericarpio con respecto a la microatmosfera que

rodea al fruto.
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Figura 29. Micrografias electronicas de la superficie de litchi almacenados a 10 °C y 75 % HR

al inicio del experimento (3000X): a) C; b) BAL; y a los 14 dias: ¢) C; d) BAL.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostrd que la combinacion de quitosano y bacterias lacticas en un
recubrimiento bioactivo, tuvo la propiedad de producir 4cido lactico y limitar la pérdida de la
calidad de frutos de litchi y rambutan debido a la acidificacion in situ del pericarpio, la
estabilizacion de pigmentos antocianinas y la conservacion del color.

Las BAL fueron capaces de sobrevivir en concentraciones de quitosano de 10y 20 g/L,
aplicadas sobre peliculas preformadas para analisis in vitro o en recubrimientos para ensayos
in vivo en frutos de rambutan y litchi, concentraciones que son mayores a las MIC obtenidas
en placa.

El desarrollo y actividad de Lb. plantarum fue evidente en frutos y peliculas por la
determinacion de UFC y por la produccion de acido lactico. Esto contribuy6 a la conservacion
del color, asi como al mantenimiento de las caracteristicas de calidad de los frutos evaluados.
En el segundo ensayo con frutos de litchi, se realizo un anélisis mas profundo del efecto del
microorganismo sobre la coloracion del fruto, observandose que la produccion de lactico in
situ, ayudo a mantener las concentraciones de antocianinas totales y cianidina-3-rutin6sido en
los pericarpios del litchi.

Por lo que la inclusion de Lb. plantarum mejoro la conservacion postcosecha de ambos
frutos a temperaturas de 10 °C y a una humedad relativa baja (75 + 5 %), lo cual es importante
para aumentar el tiempo de vida util y disminuir los costos de transportacion y
almacenamiento.

Los resultados obtenidos demuestran la importancia de la inclusion de Lb. plantarum
como alternativa a otros tratamientos quimicos, para disminuir el oscurecimiento poscosecha

de los frutos de rambutan y litchi.
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10. PERSPECTIVAS

* Este trabajo de investigacion se baso en la utilizacion del quitosano como soporte de
una BAL, para aprovechar las propiedades conjuntas de estos dos componentes, tanto
las del recubrimiento como las de la acidificacion in situ por el microorganismo. Esta
aportacion abre la posibilidad de realizar diversos estudios para mejorar y aplicar los

resultados obtenidos en la conservacion de alimentos.

* Ademais, los resultados obtenidos permiten ampliar la perspectiva del uso del quitosano
como compuesto antimicrobiano y sientan las bases para poder combinarlo con otros
microorganismos. Sin embargo, se deben realizar més estudios para aclarar las

interacciones que pueden ocurrir entre estos dos elementos.

* A pesar de que las peliculas modificadas con GA, no presentaron resultados positivos
en los andlisis in vivo, si mostraron buenas caracteristicas in vitro, con lo que se abre
una ventana de oportunidad para mejorar la formulacion y obtener mejores resultados

con otros compuestos.

* Es esencial determinar el mecanismo de sobrevivencia de los microorganismos sobre

los soportes del quitosano.

* Por otra parte también debe profundizarse el estudio del efecto del microorganismo

sobre la superficie de los frutos disminuyendo su deshidratacion.
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