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RESUMEN

El mango minimamente procesado (MMP) enfrenta problemas de deterioro
qgue disminuye su vida de anaquel a menos de 12 dias a 5 °C. El objetivo de este
trabajo fue mejorar el proceso de conservacion de MMP empleando
nanoemulsiones a base de almidén modificado y carboximetilcelulosa incorporando
agentes hidrofébicos, antioxidantes y pretratamientos de cloruro de calcio. Se
llevaron a cabo dos experimentos: en el primer experimento se determiné el efecto
de la aplicacion de diferentes nanoemulsiones: 40 g/L almidén (A), 3 g/L
carboximetilcelulosa y 40 g/L almidén + 3 g/L carboximetilcelulosa (A+CMC) en
MMP, se almacenaron a 5 °C durante 16 dias. En el segundo experimento se
determiné el efecto del tamafio de particula de A+CMC en la calidad del MMP. Se
llevé a cabo una caracterizacion de los recubrimientos comestibles midiendo el
tamafio de particula, potencial zeta e indice de polidispersion (IDP). Se llevaron a
cabo analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y evaluaciones sensoriales cada 4
dias al MMP. El tamafio de particula promedio de A, CMC y A+CMC fueron 261,
538 y 319 nm respectivamente y de potencial zeta -5.76, -42.30, -18.30 mV
indicando que los sistemas nanoemulsionados fueron estables. Al final del
almacenamiento, A+CMC disminuyo la firmeza 49.05% en comparacién de Ay CMC
que fue de 63.69% y 52.06% respectivamente. El crecimiento de bacterias mesdfilas
aerobias (BMA) se mantuvo constante a partir de los 8 dias con ~ 5.87 Log UFCg*
en todos los tratamientos, A+CMC disminuyd el crecimiento de bacterias acido
lacticas (BAL) (~ 1.72 log UFCg™) respecto a los demas tratamientos. El analisis
sensorial indico que la aceptacion de MMP se encuentra dentro de los primeros 8
dias de almacenamiento. En el estudio del efecto de tamafio de particula de
A+CMC, el tamafio de particula de la emulsion fue 1203 nm y potencial zeta de -17
mV mientras que la nanoemulsion fue de 194 nm y potencial zeta -8 mV. No se
observaron diferencias significativas en los SST, contenido de acido ascérbico y pH,
pero la concentracion de compuestos fendlicos aumenté durante el tiempo de
almacenamiento. La actividad PAL no cambié durante el tiempo de almacenamiento
y PPO mostré la mayor actividad al dia 16. El contenido de BMA aumenté
significativamente después de 12 dias mostrando una carga = 5.4 log UFC g*. Los
mangos recubiertos con nanoemulsion tenian mejor calidad sensorial, no
observando cambios en el sabor. La observacion de SEM mostr0 una mejor
distribucion de la nanoemulsion sobre la fruta. El uso de la nanotecnologia en los
productos minimamente procesados mostraron pueden mejorar sus propiedades
funciones y de calidad.

Palabras clave: mango minimamente procesado, nanoemulsion, almidon,
carboximetilcelulosa, conservacion.



SUMMARY

Mangoes minimally processed (MMP) had some deterioration problems which
decrease its shelf life less than 12 days at 5 °C. The aim of this work was improve
the conservation of MMP using nanoemulsions based on modified starch and
carboxymethylcellulose, incorporating hydrophobic agents, antioxidants and calcium
chloride pretreatment. Two experiments were performed: in the first experiment it
was determined the effect of applying different nanoemulsions; 40 g/L starch (S), 3
g/L carboxymethylcellulose (CMC) and 40 g/L starch + 3 g/L carboxymethylcellulose
(S+CMC) on quality product, they were stored at 5 °C for 16 days. In the second
experiment it was evaluated the effect of S+CMC with different particles sizes on the
quality of fresh-cut mango. A characterization of edible coating is performed
measuring the particle size, zeta potential () and poly-dispersion index (PDI).
Physicochemical analyzes, microbiological and sensory evaluations were performed
every 4 days the fresh-cut mango. The particle size of S, CMC and S+CMC were
261, 538 and 319 nm respectively and -5.76, -42.30 and -18.30 of ¢, indicating stable
systems. At the end of storage, S+CMC decreases the firmness of 49.05 %
compared to S and CMC and that was 63.69% and 52.06% respectively. The grow
of mesophilic aerobic bacteria (BMA) was maintained from 8 days to ~ 5.87 CFU g
! compared to other treatments, S+CMC decreases the grow lactic acid bacteria
(LAB) (~ 1.72 CFU g') compared to other treatments. Sensory analysis indicated
that fresh-cut mango acceptance is within the first 8 days of storage. In the study the
effect of particle size of S+CMC, the particle size of the emulsion was 1203 nm and
-17 mV of ¢, while the nanoemulsion was 194 nm and -8 mV. No significant
differences were observed in total soluble solids, activity and pH but the phenolic
content increased during storage time. The PAL activity did not change during
storage time and PPO showed the highest activity after 16 days of storage. The
content of BMA increased significantly after 12 days showing a load = 5.4 CFU g2,
The mangoes coated with nhanoemulsion had the best sensory quality and the SEM
observation showed a better distribution of the nanoemulsion over fruit. The use of
nanotechnology in edible coating can improve their functional proprieties and the
quality products.

Keywords: fresh-cut mango, nanoemulsion, starch, carboxymethylcellulose,
preservation.
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[.INTRODUCCION

Dadas las modificaciones de los hébitos de vida y consumo en la poblacién
de las ciudades, a la mayor participacion de la mujer en las actividades laborales
gue genera un menor tiempo disponible para la preparaciéon de los alimentos; el
consumo de frutas y hortalizas minimamente procesadas se ha incrementado
porque constituyen productos listos para su consumo con propiedades muy

similares a los productos intactos frescos sanos, naturales y nutritivos.

La elaboracion de productos minimamente procesados involucra
procedimientos simples como lavado, cortado, desinfeccion, enjuague, escurrido,
secado y empacado, las cuales pueden inducir cambios fisiolégicos directos que
incrementa la actividad metabdlica de los productos. Lo anterior se ve reflejado en
la pérdida de agua, liberacion de liquidos intracelulares, oscurecimiento enzimatico,
incremento en la produccion de fenoles, pérdida de firmeza, incremento en la
produccion de etileno, y aumento en la tasa de respiratoria del producto
minimamente procesado lo cual conduce a una reduccion en la vida de anaquel.
También el propio procesado minimo aumenta las posibilidades de deterioro
microbiano al exponer los tejidos dafiados a la accion de los microorganismos
contenidos en el medio en que se encuentra el producto. Estos fenbmenos
fisiol6gicos y microbiolégicos son los responsables de los cambios bioquimicos que
llevan a la degradacion de la calidad general y de las propiedades sensoriales de
los productos minimamente procesados. Por ello los procesos de elaboracion de
estos productos, deben aplicar técnicas de conservacion, que controlen esos
procesos y mantengan a un buen nivel las caracteristicas originales del producto,
una buena calidad microbioldgica, sensorial y nutricia dentro de un periodo de vida

de anaquel que permita un proceso de comercializacion aceptable.



Entre los frutos tropicales con mayor potencial en el mercado de productos
minimamente procesados se encuentra el mango, debido a su alta produccion
mundial, preferencia por el consumidor y alto valor nutricional. El cual se encuentra
en pleno desarrollo y no se ha podido abordar debido a que los productos no
cuentan con la tecnologia apropiada para mantener su calidad por un periodo
razonable que permita su comercializacion y distribucion en el mercado nacional y

de exportacion.

Los recubrimientos comestibles se han utilizado como una barrera para
reducir al minimo la pérdida de agua creando un ambiente de atmdésfera modificada
interna a través de la permeabilidad selectiva a los gases de dichos recubrimientos;
ademas de disminuir la oxidacién y retrasar el deterioro natural de los frutos
recubiertos, constituyéndose por ello una alternativa tecnolégica para el desarrollo
de los productos minimamente procesados. Sus formulaciones se han basado en la
incorporacion de materiales que controlen las propiedades de barrera de la misma.
Sin embargo, la nueva generacion de recubrimientos comestibles esta disefiada
para permitir la incorporacion de antioxidantes, vitaminas o productos nutracéuticos
gue ayudan de manera notable al funcionamiento de estas peliculas; no obstante la
incorporacion de estos nuevos elementos demanda el uso de otros procedimientos
tecnolégicos apropiados como la reduccion de tamafio a traves de la

nanotecnologia.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar nanoemulsiones de almidon,
carboximetilcelulosa y la combinacion de ambas, que contribuyan a incrementar la
vida util del mango minimamente procesado. El trabajo se dividié en dos etapas: en
la primera se estudié el efecto de las nanoemulsiones a base de almidén y
carboximetilcelulosa en la calidad del producto, para seleccionar la mejor
nanoemulsion. En la segunda etapa se estudio el efecto del tamafio de particula de
los recubrimientos a base de almidon y carboximetilcelulosa, a través de los
cambios fisicoquimicos, microbioldgicos, sensoriales y bioquimicos durante su
conservacion en refrigeracion a 5 °C/16 dias, asi mismos a través de estudios de

microscopia electrénica de barrido.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del fruto de mango

El fruto del mango (Mangifera indica L.) (Figura 1) es una drupa, monosperma
de mesocarpio carnoso y fibroso que rodea a un endocarpio lefioso que contiene
una sola semilla (hueso) en su interior la cual es ovoide, oblonga, alargada,
recubierta por un endocarpio fibroso y por una membrana papiracea con testa
delgada de color café oscuro (COVECA, 2011). De este fruto existe gran cantidad
de variedades las que varian en forma, color, sabor y peso el cual puede variar
desde 150 g hasta 2 kg, su color externo varia desde el verde, amarillo hasta
diferentes tonalidades de rosa, rojo y violeta. Desde el punto de vista fisiolégico, es
un fruto climatérico, es decir que una vez alcanzada su madurez fisiolégica puede
seguir madurando en poscosecha la cual esta relacionada con la produccion auto
catalitica de etileno y un incremento en la tasa de respiracion con un efecto positivo
en la calidad para su consumo (Bretch y Yahia, 2009). Esta caracteristica permite

su cosecha antes de alcanzar su madurez de consumo.

Figura 1. Fruto de mango.



2.1.1 Taxonomia

El mango (Mangifera indica L.) pertenece a la familia Anacardiacea vy al

género Mangifera (Cuadro 1) (Prieto et al., 2005).

Cuadro 1. Descripcion taxonémica del mango.

Clase Dicotiledéneas
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Suborden Anacardineae
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie Mangifera indica
(Galan Sauco, 2009).

El género Mangifera comprende 69 especies. Estas especies se encuentran
distribuidas en una amplia zona geografica con distintas condiciones ambientales y
exhiben una considerable diversidad genética, particularmente en caracteres del
fruto (Madrigal, 2009).

2.1.2 Composicion nutricional del fruto

El mango constituye un valioso suplemento dietético, pues es muy rico en
vitamina A y C, minerales, fibras (TIPO DE FIBRAS), antioxidantes; siendo bajo en
calorias, grasa y sodio. Su valor cal6rico es de 62 a 64 calorias/100 g de pulpa
(Cuadro 2) (COVECA, 2011).



Cuadro 2. Composicion nutrimental del fruto de mango.

Nutrientes Valor en 100
g de porcion

Agua (9) 83.46

Energia (Kcal) 60

Proteina (g) 0.82

Grasa total (g) 0.38

Cenizas () 0.36

Carbohidratos (g) 1.6

Fibra dietética (g) 1.8

Azucar (g) 14.98

Calcio (mg) 11

Hierro (mg) 0.16

Magnesio (mg) 10

Fosforo (mg) 14

Potasio (mQ) 168

Sodio (mQ) 1

Vitamina C, 4cido ascorbico total (mg) 36.4

Vitamina A, 1U (mg) 1082

Vitamina E, alfa-tocoferol (mg) 0.9

Acido aspartico (mg) 0.068

(USDA, 2010).

2.1.3 Importancia econémica del mango

2.1.3.1 En el mundo

De acuerdo con datos de la FAO, en el 2013 se produjeron alrededor de 609.4
millones de toneladas de frutas, dentro de las cuales el mango ocupé la quinta
posicion con un total de 38.6 millones de toneladas, aportando el 6.35 % a la
produccion mundial de frutas (FAOSTAT, 2013).

En el Cuadro 3 se muestra la importancia en el valor de la produccion y volumen
producido de los principales paises productores de mango; en donde se aprecia que

México ocupa el séptimo lugar en cuanto a su volumen de produccion.



Cuadro 3. Principales paises productores de mango, 2013.

Valor de la
produccién Produccion
Lugar Pais (miles de Us) (Ton)

1 India 9,137,296 15,250,000
2 China 2,636,334 4,400,000
3 Kenia 1,666,706 2,781,706
4 Tailandia 15,877,792 2,650,000
5 Indonesia 1,423,823 2,376,339
6 Pakistan 1,168,375 1,950,000
7 México 1,054,884 1,760,588
8 Brasil 704,461 1,175,735
9 Bangladesh 566,248 945,059

(FAOSFAT, 2013).

2.1.3.2 En México

Para el afio 2014, el mango fue el cuarto producto fruticola mas importante
en México después de la naranja (4,533,427.86 Ton), el limén (2,187,257.20 Ton) y
el platano (2,150,519.90 Ton), con una superficie sembrada de 186,936.86 Ha y una
produccion de 1,451,890.39 Ton con un valor de $4,847,989.57 (SIAP-SAGARPA,
2014).

Los principales estados productores fueron: Guerrero (304,317.53 Ton),
Chiapas (196,166.05 Ton), Nayarit (175, 210.23 Ton), Oaxaca (160,704.62 Ton),
Michoacan (137,393.98 Ton), Sinaloa (110,888.77 Ton), Veracruz (100,831.68
Ton), Jalisco (78,142.87 Ton) y Colima (49,786.40 Ton) (SIAP-SAGARPA, 2014).

Durante el afio 2013, el valor de las exportaciones de mango se incremento
16%, lo que contribuy6 a consolidar a México en el primer lugar mundial en las
ventas de este producto (SIAP-SAGARPA, 2014). Las ventas internacionales,
realizadas a 22 destinos alcanzaron los 273 millones 491 mil dolares, con un

volumen de 312.5 mil toneladas.



Los principales destinos de exportacion del mango mexicano son: Estados
Unidos, Canada, Japén, Reino Unido y los Paises Bajos (SIAP-SAGARPA, 2014).

Las variedades de mango que se destinan al mercado internacional fueron
las que mas volumen de produccion arrojaron; el mango Ataulfo con un volumen de
404.344 Ton con el 25.2%. Le siguieron las variedades de Manila, con 287.149 Ton;
Tommy Atkins, con 238,489 Ton, Haden, con 184.527 Ton y Kent, con 187,400 Ton
entre otros (SIAP-SAGARPA, 2014).

La recoleccion de la cosecha de las diferentes variedades de mango se
realiza en diferentes periodos del afio (Figura 2), donde la mayor produccién se
presenta en los meses de junio a agosto (SIAP-SAGARPA, 2014).

La produccion nacional de mango se divide en diversos cultivares o
variedades, donde las mas importantes desde el punto de vista de produccién son:

“‘Manila”, “Ataulfo”, “Haden” y “Tommy Atkins” (Figura 2).

11.7%

—

Kent

Manila Ataulio
Q 17.9% 25.2%
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Atkins Otros 12.1%

Keitt
4.8%

-

Figura 2. Produccién nacional de mango (SIAP-SAGARPA, 2014).




2.1.4. Tecnologias para mango minimamente procesado

Los estudios sobre mango minimamente procesado (MMP) se han enfocado
principalmente en el estudio de los tratamientos contra el oscurecimiento y
desinfeccién (Gonzéalez-Aguilar et al.,, 2000; Robles-Sanchez et al., 2009)
recubrimientos comestibles (Chiumarelli et al., 2010), temperaturas de
almacenamiento y atmosferas modificadas (Martinez-Ferrer et al., 2002; Poubol e
Izumi 2005). Sin embargo, los tratamientos por inmersion tradicional utilizados para
las frutas minimamente procesadas conducen a pérdidas por lixiviacion de
nutrientes y compuestos bioactivos. Aunque el tratamiento por medio de

nanoemulsiones puede ofrecer una mejor alternativa en el control de tales pérdidas.

2.2. Los productos minimamente procesados

Los productos minimamente procesados también llamados listos para
consumo, procesados frescos, precortado o de la IV Gamma, son frutas y hortalizas
acondicionadas para su consumo integro y directo inmediato de la industria del

servicio de los alimentos o el consumidor.

Los métodos para la elaboracion que involucran el procesamiento minimo
son el lavado, sanitizado, pelado, recorte, cortado, rallado, triturado, desinfeccion,
enjuague, escurrido, secado y envasado (Artés et al., 2007), se realizan para
garantizar la seguridad y conservacion del alimento, para mantener tanto como sea
posible las caracteristicas de frutas y hortalizas como si estuvieran frescas (Manvell,
1997).

2.2.1 Mercado a nivel de mundial de productos minimamente procesados
El mercado de hortalizas cuarta gama ha estado creciendo en forma

sostenida en los Ultimos veinte afios, aumento que es evidentemente mayor en

paises en vias de desarrollo.



Segun datos del seminario internacional “Situacion y perspectivas de la
industria de IV y V gama en Iberoamérica, 2013”, el mercado de frutas y hortalizas
minimamente procesadas en Europa en el afio 2012 estaba evaluado en USD 3,000
millones. A continuacion se muestran algunos ejemplos de consumo de frutas y
hortalizas 1V gama en Europa: Reino Unido (12 kg per capita por afio), Francia (6
kg per capita por afio), Italia (6 kg per capita por afio), Espafia (1.5 kg per capita por
afo), Alemania, Paises Bajos y Bélgica (menos de 3 kg per capita por afio).

En estos paises, donde el consumo de frutas y hortalizas IV gama es mas
avanzado, representa entre 10% y 15% del consumo total, con una tasa de

crecimiento anual de 7.4%.

En Estados Unidos, la venta de frutas y hortalizas IV gama representa entre
8% y 10 % de las frutas frescas comercializadas. EI mercado de las frutas y
hortalizas frescas esta valorizado en USD 95,000 millones, se estima que el
mercado de hortalizas y frutas minimamente procesadas se puede valorizar en USD
10,000 a 12,000 millones. El consumo de frutas y hortalizas IV gama en Estados

Unidos es de 30 kg per capita por afo.

En paises de Latinoameérica, si bien el consumo de frutas y hortalizas
minimamente procesadas es bajo, se observa una tendencia de aumento en la
demanda de productos de calidad e inocuos, un incremento en el consumo de
alimentos procesados, y también una preocupacioén por la alimentacion sana, lo que

se refleja en un leve aumento en el consumo de frutas y hortalizas,
2.2.2. Calidad de los productos minimamente procesados

La calidad visual de frutas y hortalizas minimamente procesadas son uno de
los parametros mas importantes ya que afecta directamente su comercializacion. La
observacion del producto a través del envase permite evaluar la ausencia o
presencia de oscurecimiento (pardeamiento enzimatico en las superficies de corte,

cambio en la coloracion), dafios mecanicos, salida o fuga de liquidos.

Aunque también es importante dentro de la calidad el deterioro microbiano,

su aroma y sabor asi como su valor nutricional (Artés y Artés-Hernandez, 2003).



2.2.3. Cambios fisiolégicos y bioquimicos en productos minimamente
procesados

Los productos minimamente procesados tienen numerosos retos de calidad
y problemas de seguridad que deben ser abordados tecnolégicamente, por ello es
importante identificar los principales cambios sensoriales, microbiolégicos y
nutricionales que tienen lugar durante su almacenamientos (Cuadro 4) (Sonti,
2003).

Cuadro 4. Principales problemas de frutas y hortalizas minimamente procesadas.

Problema Atributo afectado

Incremento en la actividad metabdlica Sabor, color, vitaminas

Incremento en la actividad de agua Sabor y textura
Incremento en la actividad enzimatica Color y sabor

Ablandamiento de los productos Textura
Oxidacioén de vitamina C Valor nutricional
Oscurecimiento Apariencia

Susceptibilidad al ataque microbiano Sanidad y apariencia
Susceptibilidad a lesiones mecanicas Apariencia y textura

(Sonti, 2003).

2.2.3.1. Pérdida de peso y cambios de textura

Uno de los factores importantes en la comercializacion de frutas frescas
cortadas es la pérdida de peso, que se da por la modificacion de la resistencia de la
cuticula, ya que esta es eliminada o cortada durante las operaciones minimas
realizadas al fruto lo que elimina las barreras a la transpiracién y con ello eleva el
intercambio de vapor de agua con el entorno, ademas de que con la ruptura del
tejido se incrementa la relacion entre el area superficial y el volumen del producto
(Toivonen y DekEll, 2002).

Otro cambio es la pérdida de firmeza debido principalmente a la accién de
las enzimas proteoliticas y pectinoliticas sobre los componentes de la pared celular.
Durante las operaciones de procesado y, especialmente, tras el cortado, los tejidos
vegetales tienen una pérdida de firmeza debido a la hidrélisis enzimatica de las

sustancias pécticas que forman parte de la pared celular.
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Enzimas como las pectin-metil-esterasas (PME) y poligalacturonasas (PG)
juegan un papel importante en el ablandamiento de los tejidos. La PME provoca la
hidrolisis de la pectina, formando metanol y acido péctico, el cual puede ser
despolimerizado por la PG, desestabilizando las estructuras celulares. No obstante,
la actividad enzimatica de los tejidos cortado puede depender del estado fisioldgico

del fruto entero (Martin-Belloso y Soliva-Fortuny, 2006).
2.2.3.2. Oscurecimiento enzimético

La principal alteracion en los productos minimamente procesados es el
desarrollo de una coloracion marrén, rojiza o negra derivado del oscurecimiento
oxidativo en la superficie del corte, lo cual es el factor que limita la vida de anaquel
(Carlin et al., 1990).

Esta reaccion como se ilustra en la Figura 3, tiene lugar cuando los
compuestos monofendlicos de los tejidos vegetales, en presencia de oxigeno
atmosférico y la enzima polifenoloxidasa (PPO), son hidroxilados a o-difenoles.
Posteriormente, estos son oxidados, también en presencia de Oz y PPO, a o-
quinonas. Estas o-quinonas son quimicamente muy reactivas e inestables en medio
acuoso. Ellas se condensan y reaccionan quimicamente con los numerosos
constituyentes celulares como los aminoacidos, compuestos fendlicos, para
producir pigmentos de estructura indeterminada, denominados genéricamente
melaninas (Sapers et al., 1989). La hidroxilacién de monofenoles es el paso lento o
determinante de la velocidad de la reaccion de oscurecimiento. Las o-quinonas
pueden retrogradarse a los compuestos fendlicos iniciales en presencia de un

compuestos reductor (Kester y Fennema, 1986).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la polifenol oxidasa como hidrolasa y oxidasa
(Espin et al. 2000).

Aunque las reacciones enzimaticas involucradas en el oscurecimiento aun
estdn en investigacion; se sabe que las actividades enzimaticas dependen
marcadamente del pH; una reduccion de 0.5 en el valor de pH natural de manzana
resulta en una disminucion del 50 % en la actividad de la PPO (Varoquax y Wiley,
1994).

El dafio producido al tejido induce la biosintesis de algunas de las enzimas
involucradas en las reacciones de oscurecimiento o biosintesis de sus sustratos.
Asi la intensidad del oscurecimiento en diversos tejidos puede estar afectada por
las actividades relativas de las oxidasas y la concentracion de sustratos (Brecht,
1995).

2.2.3.3. Cicatrizacién de heridas

El metabolismo secundario en las plantas aumenta su actividad en tejidos
minimamente  procesados, produciendo compuestos secundarios que
posiblemente, estén relacionados con el proceso de cicatrizacion o defensa contra
el ataque de microorganismos e insectos. Los compuestos secundarios que se
producen dependen de la planta y el tejido involucrado. Estos compuestos en ciertos
casos pueden afectar el aroma, sabor, apariencia, valor nutritivo o seguridad de

productos minimamente procesados.
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Los compuestos producidos por frutas y hortalizas dafiadas estan
constituidos de fenilpropanoides, flavonoides, terpenoides, alcaloides, taninos,
glucosinolatos, acidos grasos de cadena larga y alcoholes (Orozco-Cardenas et al.,
2001).

2.2.3.4. Actividad de la fenilalanin amonio-liasa

Una respuesta inicial a las heridas (y muchas otras tensiones bioticas y
abidticas) es la sintesis de “novo” y el aumento de la actividad de la enzima
fenilalanin amonio-liasa (PAL), la primera enzima involucrada en la ruta de los

fenilpropanoides.

La Figura 4 muestra la biosintesis de los fenilpropanoides; el sitio de control
de la ruta parece ser la transformacién de la L-fenilalanina a acido trans-cindmico
llevada cabo por PAL. Un aumento en la actividad de esta enzima lleva a formacién

de una amplia gama de compuestos fendlicos.

CARBOHIDRATOS —» FOSFOENILPIRUVATO — ACIDO HEPTULOSONICO

v '

ACIDO SHIQUIMICO < ACIDO DEHIDROQUINICO
ACETIL-COA

FENILALANINA — ACIDO CINAMICO

MALOI‘\JIL-COA CUMAR‘OIL—COA <« ACIDO CUMARICO
!
TETRAHIDROCHALCONA

.

NARINGINA (FLAVONONA)

,

ISOFLAVONAS
FLAVONAS
DIHIDROFLAVONOLES

FLAVONOLES
CATEQUINAS
PROANTOCIANOS
ANTOCIANOS

Figura 4. Biosintesis de compuestos fendlicos.
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Los compuestos fendlicos solubles producidos por el aumento de la actividad
de la PAL son retenidos en las vacuolas y sélo participan en las reacciones de
oscurecimiento cuando se alteran las membranas y se permite a los sustratos y a
las enzimas ponerse en contacto y producir el oscurecimiento superficial (Choi et
al., 2005).

Las heridas y la exposicion al etileno estimulan la ruta de los fenilpropanoides
generando nueva actividad enziméatica, que conduce a una mayor produccién de los
principales compuestos fendlicos y la sintesis de nuevos componentes (Roura et
al., 2008). Asi, las heridas generan altos niveles de la actividad de la PAL no sélo
en las células cercanas a la herida, sino también en las células que se encuentran
hasta 2.5 cm de distancia del sitio de la misma. Esto indica que la cicatrizacion en
el tejido por la sintesis de PAL debido a las heridas, es transmitida del tejido herido
al que no lo esta. La actividad de la PAL no sélo es inducida por lesiones y/o
exposicién al etileno, sino también por otras alteraciones como temperatura e

infecciones de hongos.

2.2.3.5. Crecimiento microbiano

La proliferacion y accion de los microorganismos es una de las principales
causas de deterioro de los productos minimamente procesados. Los
microorganismos pueden causar hasta un 15 % de las pérdidas poscosecha.
Ademas de los microorganismos que producen pérdida de calidad, pueden estar
también presentes microorganismos patdgenos para el hombre, afectando la

seguridad de estos productos (Babic y Watada, 1996).

La microflora presente en las frutas y hortalizas minimamente procesadas
incluye un gran nimero de especies de hongos, levaduras y bacterias que proliferan
en la periferia y en el interior de los tejidos dafiados y células muertas, por ello es
esencial lavar, centrifugar o secar con aire frio el producto elaborado con el fin de
disminuir la humedad de la superficie; sin embargo, se deben evitar la
deshidratacion, desecacion y abrasion.
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Por lo tanto, las practicas de cultivo, las condiciones de higiene durante la
manipulacion y el procesamiento, asi como la temperatura son factores

determinantes de la vida de anaquel de los productos (Bolin y Huxsoll, 1991).

Durante el almacenamiento de los productos, la composicion gaseosa de la
atmosfera del producto envasado puede llegar a modificarse como consecuencia,
el cambio de una atmosfera aerobia hacia una anaerobia puede propiciar el
metabolismo fermentativo y el desarrollo de olores desagradables (Kader et al.,
1989). Dentro de las bacterias Gram-positivas, principalmente de bacterias acido
lacticas (BAL), el cual puede estar acompafiado con la produccién de acidos
organicos tales como acido lactico y acido acética. Las bacterias lacticas son
microaerofilicas y desarrollan mas rapidamente en ambientes con bajas
concentraciones de Oz (ICMSF, 1996).

Por su contenido en nutrientes, los vegetales son capaces de permitir el
crecimiento de hongos, levaduras y bacterias. El elevado contenido de agua de
estos productos favorece la proliferacion de bacterias deterioradoras y las
proporciones relativamente bajas de carbohidratos y grasas, son indices de que la
mayor parte de esta agua se encuentra en forma disponible para el crecimiento de
todos los microorganismos. Los niveles de pH de la mayoria de los vegetales se
encuentran comprendidos dentro de los limites de crecimiento de un gran namero
de bacterias y hongos (pH > 4.0) (Brackett, 1994). Las bacterias del género
Leuconostoc spp. son bacterias heterofermentativas y pueden producir &cido
lactico, etanol y CO2. Por su parte los Lactobacillus spp. son responsables de
provocar un sabor lacteo y acido en apio minimamente procesado, almacenado en
bajas condiciones de O2 (Robbs et al., 1996).

Altas concentraciones de levaduras (>150 UFC/g) pueden provocar un mal
sabor en los productos minimamente procesados debido a la produccion de COg,

etanol, acidos grasos y esteres volatiles (Babic y Watada, 1996).
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2.3. Tecnologias aplicadas para el procesamiento minimo de frutas y
hortalizas

Se han desarrollado varias tecnologias para retrasar los efectos negativos
gue el procesamiento minimo provoca en las frutas y hortalizas. Algunas de ellas

se detallan a continuacion.

2.3.1. Empleo de bajas temperaturas

Una de las medidas normalmente usadas para controlar la actividad
enzimatica de productos frescos es el uso de bajas temperaturas durante el manejo,
el procesamiento y el almacenamiento de frutas y hortalizas minimamente
procesadas. A temperaturas bajas, no solo es reducida o inactivada las actividades
enzimaticas que son responsables del oscurecimiento, sino que ademas las
velocidades metabodlicas descienden significativamente, ambas disminuciones
contribuyen a incrementar la vida util del producto. Asimismo, durante el
procesamiento total de frutas y hortalizas minimamente procesadas, es decir desde
su recoleccion hasta su venta, resulta ineludible el mantenimiento de bajas
temperaturas para moderar o impedir el desarrollo de microorganismos (Cantwell,
1992).

2.3.2. Control de dafio mecéanico

Para reducir los dafios mecanicos y la consecuente pérdida de fluidos, es
fundamental realizar los cortes con instrumentos afilados. El empleo de acero
inoxidable reduce los riesgos de oscurecimiento enzimatico, al evitar la presencia
de iones metalicos que lo favorecen. Es importante también la solidez del equipo
industrial, ya que, de ser inestable, se pueden generar vibraciones capaces de
alterar la eficiencia del corte, produciendo descompartamentalizacion en las células

y la consecuente pérdida de calidad (Grag et al., 1990).
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2.3.3 Proceso de sanitizaciéon

Para asegurar la calidad e inocuidad de las frutas y hortalizas es necesario
minimizar la contaminacion de los productos con microorganismos patdégenos y
deterioradores que puedan afectar la salud del consumidor y la calidad del vegetal

durante su almacenamiento poscosecha (Garmendia y Méndez, 2006).

Existen varios métodos de desinfeccion para reducir la flora superficial de los
vegetales. En general los métodos utilizados se basan en proceso fisicos y
quimicos. Entre los métodos fisicos se encuentran: la remocidbn mecanica, los
tratamientos térmicos y la irradiacion. Los métodos quimicos involucran el uso de
agentes quimicos como desinfectantes superficiales. En general estos
desinfectantes quimicos se utilizan en soluciones acuosas, sin embargo existen
algunos desinfectantes gaseosos como por ejemplo el ozono (Garmendia y Vero,
2006).

2.3.4. Envasado en atmoésferas modificadas

Una opcién para incrementar la vida util de los productos minimamente
procesado es el envasado en atmosferas modificadas. Este método de
conservacion consiste en cambiar la composicion gaseosa dentro del empaque, la
cual puede ser modificada de manera pasiva (a través de la respiracién de los
propios tejidos vegetales) o activa (generando la composicién gaseosa antes de
cerrar el empaque). Diferente investigaciones (Kendra, 2010; Lucera et al., 2011)
han demostrado que dependiendo del tipo de atmdsfera que se genere, el oxigeno
remanente se consumira y el dioxido de carbono producido cubrira el material
vegetal hasta alcanzar el equilibrio con una atmosfera modificada; dicho equilibrio
va a depender tanto de los cambios de temperatura como de la permeabilidad del
material de empaque a los gases y del producto vegetal que se empaque. La
atmosfera generada sera efectiva si mantiene la apariencia visual y reducir el

crecimiento microbiano de las frutas y hortalizas minimamente procesadas.
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2.3.5. Texturizadores

Los tratamientos con calcio han sido utilizados para extender la vida de
anaquel de frutas y hortalizas minimamente procesadas, ya que ayuda a mantener
la integridad de la pared celular vegetal mediante la interaccidén con la pectina para
formar pectato de calcio, el cual proporciona mayor rigidez a la célula. Por lo tanto,
las frutas y hortalizas tratadas con calcio, generalmente se mantienen mas firmes
que sus contrapartes (fresco sin tratamiento), durante el almacenamiento (Rico et
al., 2007), Las formas de calcio usadas en la industria son como lactato de calcio,
cloruro de calcio y gluconato de calcio, la eleccion de la fuente apropiada depende
de la biovalidad, solubilidad, sabor y su interaccion con el alimento (Ayala-Zavala y

Gonzalez-Aguilar, 2011).

2.3.6. Recubrimientos comestibles

Un recubrimiento comestible (RC) es definido como una capa delgada de
material comestible aplicado directamente sobre el alimento, en forma liquida o por

inmersion, aspersion o goteo (Olivas y Barbosa-Canovas, 2005).

Los RC deben cumplir una serie de requerimientos para poder ser empleados
en frutas minimamente procesadas, entre los que se encuentran: estar constituidos
por sustancias GRAS; es decir generalmente reconocidos como seguros para su
uso en alimentos, ser estables bajo condiciones de alta humedad relativa, tener una
buena barrera de vapor de agua al oxigeno y diéxido de carbono, presentar
adecuadas propiedades mecanicas y de adhesién a la fruta, ser sensorialmente
aceptable, ademas de poseer un costo razonables (Olivas y Barbosa-Canovas,
2005).
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Los RC aplicados en frutas cortadas producen una atmdésfera modificada,
reducen el deterioro, retrasan la maduracion de frutas climatéricas, reducen la
pérdida de agua, retardan los cambios de color, mejoran la apariencia, disminuyen
la pérdida de aromas, reducen el intercambio de humedad entre los trozos de frutas,
transportan compuestos antioxidantes y estabilizantes de la textura, imparte color y
sabor; y pudieran servir como transporte de otras sustancias (Olivas y Barbosa-
Canovas, 2005).

2.3.6.1 Composicion de recubrimientos comestibles

Existen diferentes y diversos componentes o materiales bases con las que
se pueden formular los RC. Ademas de los materiales bases, se pueden incorporar
otros ingredientes y aportarles caracteristicas especiales brindando un valor
agregado al producto, por ejemplo plastificantes, antioxidantes, antimicrobianos,
saborizantes, colorantes, entre otros (Janjarasskul y Krochta 2010; Campos et al.,
2010).

Recubrimientos comestibles

Carbohidratos Proteinas Lipidos
| <t_¢ <l_¢
v ' ' !
Almidon Quitosano Vegetal Animal Ceras Aceites
Celulosa J' J' J' #
! Soya Caseina Carnauba Mineral
_ Zeina Suero de leche  Parafina . Vegetal
Metil-celulosa Gluten Abeja Acidos grasos
Hidroxipropil-metil-celulosa Candelilla libres
Hidroxipropilcelulosa Lacas

Carboximetilcelulosa

Figura 5. Principales componentes base de los recubrimientos comestibles
(adaptado de Olivas y Barbosa-Canovas, 2009).

Los polisacaridos, las proteinas y los lipidos son los tres principales

ingredientes poliméricos usados para elaborar RC (Figura 5).
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En muchos casos, dos o0 mas materiales son mezclados para obtener un
material compuesto con mejores caracteristicas fisicas. Los RC a base de
polisacaridos son hidrofilicos y permiten la formacién de enlaces de hidrégeno, que
se pueden utilizar para la uniéon de aditivos. Debido a sus propiedades quimicas,
estos recubrimientos constituyen una barrera muy eficiente contra el oxigeno, pero

deficiente contra la humedad.

Los RC a base de lipidos proporcionan una buena barrera contra la humedad
debido a su naturaleza hidrofébica, pero presentan propiedades mecanicas

deficientes.

Los RC a base de proteinas también son hidrofilicos y tienen una buena
resistencia mecanica, por lo que pueden ser utilizados en frutas para reducir las
lesiones durante su transporte; sin embargo, proporcionan una pobre barrera contra
la humedad. La fabricacion y el uso de recubrimientos con mezclas de materiales
ayudan a minimizar las desventajas de los componentes individuales, mientras que

hacen sinergia de sus propiedades funcionales y fisica (Pascall y Lin, 2012).

2.3.6.2. Recubrimientos comestibles a base de almidones modificados

El almidon ha sido parte fundamental de la dieta del hombre desde los
tiempos prehistéricos ademas de su amplio uso a nivel industrial. Después de la
celulosa, es probablemente el polisacarido mas abundante e importante desde el
punto de vista comercial. Se encuentra presente en los cereales, leguminosas,
tubérculos y en algunos frutos como polisacarido de reserva energética, y aunque
esta ampliamente distribuido en la naturaleza, las fuentes mas comunes del almidén
son; el maiz, la papa, el trigo, la tapioca y el arroz. Este polisacarido esta organizado
en particulas conocidas como granulos, cuya morfologia, composicion quimica y
estructura son caracteristicas de cada especie botanica (Bello-Pérez y Paredes-
Lopez, 1999).
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Quimicamente, estd conformado por dos macromoléculas: la amilosa
formada exclusivamente por cadenas lineales de D-glucosa unidas por enlaces
glucosidicos a-D-(1,4) (Figura 6), conteniendo aproximadamente de 200-2500
unidades, donde la a-maltosa es la unidad repetitiva y puede adquirir una
conformacion espacial helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice consta de 6-8

unidades de D-glucosa (Bello-Pérez y Paredes-Lopez, 1999; Kramer, 2009).

A)

\ CH,OH

\ — H <_H

—o m AMILOPECTINA
!——“_‘—\\H 0
OH |
‘)/\ cH OH CH_. CH OH

B) AMILOSA

w%fﬂ

Figura 6. Representacion gréfica, estructural y molecular de A) Amilopectinay B)
Amilosa (adaptacion de Kramer, 2009).

Por su parte, la amilopectina esta conformada por cadenas de D-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos a-D- (1,4), asi como por ramificaciones que ocurren
cuando el enlace es a-D-(1,6) (Figura 6). Las ramificaciones se localizan cada 15-
25 unidades de moléculas lineales de D-glucosa. La amilopectina es el componente
mayoritario del almidén, normalmente se encuentra en una proporcion del 70-80%
aunque en ciertos casos alcanza niveles de hasta un 98-99 %, los cuales son
definidos como almidones cerosos. El peso molecular de la amilopectina es mucho
mayor que el de la amilosa; la funcionalidad del almidén y su organizacion fisica
dentro de su estructura granular se debe a éstas macromoléculas (Bello-Pérez y
Paredes-Lopez, 1999; Kramer, 2009).
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Comunmente, se usan almidones nativos o modificados en la formulacion de
RC tanto por su disponibilidad y variedad, como por la cantidad de amilosa y

amilopectina que pueden contener.

Para que este material forme la matriz del RC se requiere de una
gelatinizacion mediante un tratamiento en frio y en condiciones alcalinas con NaOH
0 un tratamiento térmico, el cual es el méas utilizado. En este ultimo, el almidon se
coloca en presencia de agua para que, los granulos comiencen a captarla al
sistema, se aplica calor y conforme aumenta la temperatura el granulo se hidrata
hasta hincharse completamente perdiendo el orden molecular, a este fenbmenos se
le conoce como gelatinizacion; para cada almidon el rango de temperaturas en el

que se produce este proceso es diferente (Liu y Han, 2005; Singh et al., 2007).

Los RC elaborados a partir de almidén son de apariencia clara, flexibles,
transparentes y presentan excelentes barreras al O2y el CO2. Sin embargo, la
principal limitante es su naturaleza hidrofilica aunado a sus pobres propiedades
mecanicas. La amilosa es la molécula del almidon mayormente asociada con su
capacidad para formar RC en vista de su naturaleza lineal. La preponderancia de la
amilosa (>70%) en almidones proveniente del maiz otorgan mayor fuerza y
flexibilidad a los RC elaborados con éste tipo de materiales. Por otro lado, la
estructura ramificada de la amilopectina generalmente conlleva a RC con pobres
propiedades mecanicas, es decir, la fuerza de tensién y elongacién son bajas, por
lo que para mejorar sus caracteristicas y diversificar sus aplicaciones, los almidones
con un alto contenido en amilopectina o almidones cerosos, pueden modificarse por

diversos tratamientos (Garcia et al., 1998; Tharanathan, 2003; Kramer 2009).

Los procesos de modificacion en los almidones cerosos van encaminados a
cambiar las caracteristicas del granulo de almidon al producir una alteracién en una
0 mas propiedades fisicas, quimicas o estructurales, debido a la incorporacién de
un componente ajeno a su estructura, para satisfacer la funcion deseada en la
elaboracion de RC. Los almidones cerosos pueden ser modificados por diferentes

vias fisicas y quimicas, siento ésta ultima la mas utilizada.
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La modificacion quimica consiste en introducir a la molécula de almidén,
grupos funcionales mediante reacciones de esterificacion, eterificacion o
entrecruzamiento o someterlo a reacciones de descomposicion acida, hidrdlisis

enzimatica u oxidacion (Kim et al., 2002; Lopez et al., 2008).

Se ha reportado el uso de almidones modificados en la elaboracién de RC
aplicados e incluso en la combinacion con otros biopolimeros o agentes
hidrofébicos, que sirven de barrera para el vapor de agua y otras aplicaciones en
diversos productos, por lo que su caracterizacion es de potencial interés dentro de

la industria de alimentos (Kramer, 2009).

2.3.6.3. Principales componentes de los recubrimientos comestibles

Los RC pueden ser soportes para diferentes compuestos que pueden aportar
diversas propiedades al alimento implicado, tales como antioxidantes, saborizantes,
sustancias aromaticas, antimicrobianos, nutrimentos, texturizantes y probio6ticos. El
recubrimiento puede conferir caracteristicas como mayor brillo y opacidad. Otros
aditivos como los surfactantes pueden mejorar la flexibilidad y mojabilidad del

recubrimiento.
e Plastificantes

Los plastificantes se definen como sustancias no volatiles de alto punto de
ebullicion, no separable en fases (Mchught y Krochta, 1994). Tienen la capacidad
de cambiar la temperatura de transicion vitrea del polimero. Los plastificantes
cambian un polimero a elastémero (hule). Lo que hacen es incrementar el volumen
libre de las cadenas poliméricas permitiéndoles mayor flexibilidad. Se afiaden para
mejorar las propiedades mecéanicas de empaques confiriendo mayor resistencia y
flexibilidad.

Comunmente se suele usar compuestos comestibles con bajo peso
molecular y de naturaleza hidrofilica, por ejemplo, mono-, di- u oligosacéridos,
polioles como sorbitol, glicerol y derivados o polietilenglicol, fosfolipidos y acidos

grasos.
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Los plastificantes se unen mediante puentes de hidrogeno a las cadenas
poliméricas de los biopolimeros usados como empaques comestibles, reduciendo

rigidez y alterando su estructura (Janjarasskul y Krochta, 2010).
e Emulsificantes

Dada la amplia variedad de caracteristicas que se buscan en los RC, el uso
de un solo componente como base no es conveniente, por lo que se debe tomar en
cuenta el adicionar agentes hidrofobicos que deben ser incorporados de forma
homogénea en la matriz dispersante, esto es posible con el uso de emulsificantes o
surfactantes. Los emulsificantes ayudan a estabilizar particulas en suspension en la
matriz del polimero usado como base tanto en la dispersion como en la pelicula,
mejora la adhesion entre el alimento y el RC y mejora la extensibilidad de los sélidos
presentes en la dispersion filmogénica. En el area de alimentos algunos
emulsificantes con mayor uso son la lecitina, mono glicéridos acetilados, mono
palmitato de glicerol, diversas proteinas, acidos graso o polisorbatos como el Tween
(Quezada-Gallo, 2009).

2.3.6.4. Recubrimientos compuestos

Ya que la finalidad de los RC es muy amplia, el usar un solo polimero base
no proporcionara todas las caracteristicas esenciales de barrera a humedad, gases
0 propiedades mecéanicas. Combinar los diferentes biopolimeros es una buena
opcion, asi por ejemplo, una mezcla nos proporcionara una escasa pérdida de
humedad gracias a los lipidos, un adecuado intercambio de gases gracias a los
carbohidratos y proteinas y flexibilidad y resistencia mecanica gracias a los

plastificantes.

Dadas las caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas de los biopolimeros, se
deben crear matrices complejas basadas en los principios comunes en la formacién
de RC.
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Segun Sorrentino et al., (2007) el almidén puede usarse como recubrimiento
aungue no forme peliculas con propiedades mecéanicas apropiadas, ya que esto
puede mejorarse con ayuda de plastificantes, modificaciones quimicas, debiendo

de formularse con ayuda de técnica como la emulsificacion.

2.4. Emulsiones

Una emulsién es un sistema disperso, constituido por la homogeneizacién o
dispersion de dos o mas fluidos no miscibles, en el que una de estas fases se
encuentra distribuida de forma discontinua en el seno de la otra, denominandose
fase dispersa y fase continua, respectivamente. La fase dispersa se encuentra en
forma de pequefias gotas distribuidas en la fase continua o dispersante; ambas
fases son inestables, ya que la fase dispersa tiende a asociarse para constituir una
capa que puede precipitar o migrar a la superficie, segun la diferencia de densidades

entre las dos fases, originando desestabilidad (McClements, 2012).

Las emulsiones son termodinamicamente inestables y tienden, después de
un tiempo, a la separacion de fases. Una alternativa a este hecho es la formacion
de una nanoemulsion que aunque termodinamicamente son inestables dada la alta
energia libre de Gibbs superficial y tienden a la separacion de fases, esto se lleva
en mucho mas tiempo, debido al tamafio de la nanoparticula por lo que se tiene un

sistema mas estable, esto al adicionar suficiente emulsificante (McClements, 2012).

2.4.1. Nanoemulsiones

De acuerdo al tamafio de las particulas dispersas en la fase continua, las
emulsiones se clasifican en: emulsiones 0 macroemulsiones, las cuales tienen un
tamafio de gota entre 10 y 100 pum; las microemulsiones, presentan un tamafo de
gota inferior a 10 um y las miniemulsiones o nanoemulsiones, un tamafo entre 20 y
500 nm (McClements, 2012).
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Si se tienen micelas de una sustancia hidréfoba suspendidas en agua, se
denominan como de aceite en agua (O/W por siglas en inglés), e inversamente, si
las micelas de agua se encuentran en matriz hidrofébica, se denominan W/O
(McClements, 2011; Koroleva y Yurtov, 2012).

Para la formacion de nanoemulsiones se parte de una formulacién en donde
se ha logrado una micro emulsion, posteriormente ésta se reducen de tamafio hasta

el tamafo deseado utilizando el método adecuado (Cuadro 5).

Cuadro 5. Sistemas 0 métodos utilizados para formacion de emulsiones.

Método Energia necesaria
Agitacion baja (manual) Baja
Mezcladores estaticos y agitadores Baja-Mediana
Mezcladores de alta velocidad (Ultraturrax) Mediana
Ultrasonidos Mediana-Alta
Homogeneizador de alta presion Alta

(Tadros et al., 2004).

Un método por el cual podemos obtener nanoemulsiones es mediante
equipos de homogenizacion donde se usan altas presiones, en las cuales, una pre-
mezcla es forzada a atravesar micro canales creados para crear un flujo
extremadamente forzado. El tamafio de las micelas depende de la presion aplicada,
del nimero de recirculaciones y de la viscosidad del fluido a tratar. Las presiones
con las que se procesan las emulsiones por este método pueden alcanzar, mediante
el uso de pistones operados de forma pulsada, presiones de hasta 10* MPa (Tadros
et al., 2004).

2.4.2 Estabilidad de las nanoemulsiones

Los sistemas coloidales se encuentran en estabilidad termodinamica por
efecto de los surfactantes utilizados, sin embargo, al existir una desestabilizacion
hay un aumento de tamafio de particula de las mas grandes a expensas de las
pequefas (Aranberri et al., 2006). Algunos mecanismos fisicos responsables de la
pérdida de estabilidad y de las propiedades de una emulsion se esquematizan en la

Figura 7 y estas se resumen de la siguiente forma:
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e La sedimentacion inversa y la sedimentacién son dos formas de separacion
gravitacional. La sedimentacion inversa describe la migracién de las gotas
hacia la parte superior del sistema debido a la diferencia de densidades en
las fases formando una “nata”. En la sedimentacion ocurre el proceso inverso
y se forma un sedimento en el fondo.

e La floculacién y coalescencia son dos tipos de agregacion de las gotas. La
floculacion ocurre cuando dos 0 mas gotas se agregan, debido a la colisiones
provocadas por el movimiento Browniano, conservando su individualidad.
Mientras que en la coalescencia, la colision de dos o mas gotas forma una
gota de mayor tamafio.

e Inversién de fases es el proceso mediante el cual una emulsién agua en
aceite (W/O) se convierte en una emulsién aceite en agua (O/W), o viceversa,

debido a la proporcién en volumen de la fase dispersa.

Emulsion el Inversion de ' ‘
Cinéticamente | () fases > I
Estable ) d o

PR e .

o0 N\
B BF o ()
Y B4

.

Formacion de Sedimentacion Floculacién Coalescencia
nata

Separacion gravitacional Separacion por agregacion

Figura 7. Mecanismos fisicos de inestabilidad de una emulsion (McClements,
1999).
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2.4.3 Movilidad electroforética

Las micelas suspendidas en las emulsiones suelen estar cargadas
electrostaticamente debido a posible adsorcion de minerales, emulsificantes o
biopolimeros en su superficie (Weiss et al., 2006). Las propiedades eléctricas de las
micelas son cominmente caracterizadas en términos de la movilidad electroforética

y ésta a su vez por el potencial zeta ({).

Todas las particulas en suspension tienen una carga neta en su superficie, la
cual va a estar rodeada fuertemente por iones de cargas contrarias, esta capa es
llama capa “Stern” o capa fija, la que a su vez esta rodeada de otra capa de iones
de carga similar que estan unidos de una forma menos fuerte, a esta capa se le
llama “difusa”, por lo que se dice que las particulas cuentan con una doble capa
eléctrica. El potencial zeta es la diferencia de cargas que existe entre la doble capa
de Debye y el seno del liquido en que esta en suspensién. La Figura 8 muestra una
representacion de las cargas eléctricas de una particula en suspension, donde se
indica la doble capa y el {. Es importante no confundir el término de carga

electrostatica, ya que éste se usa en sélidos y polvos (Salopek et al., 1992).

Piano de corte
Q 4r”/’

A Y Particula cargada
N negativamente

o

Capa difusa

e

Capa stern

-100

gl

‘,_i__ potencial superficia
\‘K‘—l_ Potencial Stern
]
mV U
“K—Potencial
I: N .~ Zela
EEE <
1
1

0

Figura 8. Representacion de doble capa eléctrica y potencial zeta.
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La teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) propone que
existen dos tipos de fuerzas que trabajan sobre la estabilidad de un sistema coloidal;
débiles y de corto alcance como lo son las fuerzas de atraccion de Van der Waals y
fuerzas de repulsion electrostéaticas que son fuertes y de mediano alcance (Salopek
et al., 1992).

La combinacion y equilibrio de estas fuerzas da principio a la estabilidad de
los coloides. El potencial zeta es un indicador de la estabilidad de dispersiones; asi,

entre mayor sea la magnitud del { mayor sera la estabilidad del coloide (Cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas de estabilidad con diferentes valores de .

Caracteristicas de estabilidad con mV
diferentes valores de {
Méaxima aglomeracion y precipitacion +3a0
Excelente aglomeracion y precipitacion -la-4
Justa aglomeracion y precipitacion -5a-10
Umbral de aglomeracién -11a-20
Plataforma de estabilidad ligera (pocos -21 a-30
aglomerados)
Estabilidad moderada (no -31a-40
aglomerados)
Buena estabilidad -41 a -50
Muy buena estabilidad -51 a-60
Excelente estabilidad -61 a -80
Méxima estabilidad para solidos -81 a-100
Méaxima estabilidad para emulsiones -81 a-125

(Schramm, 2005).

La medicion del potencial zeta se basa en la movilidad electroforética, la cual
se define como el movimiento de particulas cargadas en suspension mediante la
influencia de un campo eléctrico externo. Estas particulas se mueven al polo
opuesto a su carga, la velocidad con la que se mueven es proporcional a la magnitud
de su carga, por lo tanto para poder calcular el potencial zeta es necesario medir la

direccién y velocidad de estas particulas bajo un campo eléctrico externo.
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La técnica empleada es dispersion de luz electroforética y se basa en la
medida de la velocidad de las particulas mediante velocimetria laser por efecto
Doppler, en donde se hace pasar una fuente de luz a través de la muestra mientras
se le aplica un ligero campo eléctrico, en el que se moveran las particulas y son
analizadas por la técnica de dispersion dinamica de luz, tomando en cuenta la
velocidad y direccion en que se mueven, con lo que se medira la magnitud (de la

velocidad) y direccion (Schramm, 2005).
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ll. JUSTIFICACION

México es el séptimo productor de mango a nivel mundial y el primero
exportador de este fruto. Esta actividad comercial esta basada por la posicion
geografica que tiene nuestro pais con los Estados Unidos, primer importador de este
producto. No obstante, esta actividad corresponde a producto fresco y no se han
aprovechado otros mercados como el de los productos minimamente procesados el
cual esté en pleno desarrollo y no se ha podido abordar debido a que los productos
no cuentan con la tecnologia apropiada para mantener su calidad por un periodo
razonable que permita su comercializacion y distribucion en el mercado nacional y
de exportacion. Adicionalmente los habitos de la alimentacion humana han
cambiado con el ritmo actual de vida, con escaso tiempo para preparar comidas
equilibradas, ha provocado la demanda de productos vegetales frescos, saludables
y listos para su consumo, como los minimamente procesados. Los frutos tropicales
son parte del mercado de los frutos minimamente procesados. Estos productos son
manipulados mediante diversas operaciones unitarias (seleccion, lavado, pelado,
deshuesado y corte), higienizados y almacenados a temperaturas de refrigeracion,
lo cual mantiene sus atributos y cualidades del producto fresco por un tiempo
relativamente corto. Las frutas tropicales después de haber sido cosechadas y aln
después de haber sido minimamente procesadas, continian su proceso metabdlico,
ocasionando cambios en color, sabor y calidad nutricional, siendo favorecidas en
algunos casos las condiciones para la proliferacibon de microorganismos
disminuyendo su vida util. Una opcién para incrementar la vida Gtil de los productos
minimamente procesados es el uso de recubrimientos comestibles hechos a partir
de almidén modificado en combinacion con otros biopolimeros o agentes
hidrofébicos en forma de nanoemulsion y adicionados con antioxidantes los cuales
proporcionaran a la industria una tecnologia integral que permita un mejor control

de la vida de anaquel de estos productos.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Mejorar el proceso de conservacion de mango minimamente procesado
empleando recubrimientos comestibles a base de almidon modificado vy
carboximetilcelulosa incorporando agentes hidrofébicos en forma de nanoemulsion

y antioxidantes.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la aplicacién de nanoemulsiones a base de almidén
modificado, carboximetilcelulosa y la combinacion de ambos, en la calidad y
conservacion de mango minimamente procesado pre tratado con soluciones
de CaCla.

e Evaluar el efecto de tamafo de particula de recubrimientos comestibles a
base de almidon modificado y carboximetilcelulosa, en la calidad y
conservacion de mango minimamente procesado con pre tratamientos de
CaCla.

e Evaluar el efecto de los recubrimientos comestibles de diferente tamafio de
particula de almidon modificado y carboximetilcelulosa, en la actividad

enzimatica asociada al oscurecimiento del mango minimamente procesado.
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VI. METODOLOGIA
6.1. Material Biolégico

Los frutos de mango cv. “Ataulfo” fueron obtenidos en la Central de Abastos
de Querétaro, México y llevados al Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Universidad Autonoma de Querétaro.
Fueron seleccionados los frutos en estado de madurez % libres de defectos. Los
mangos seleccionados, fueron almacenados a 5 °C y 90-95% HR por 24 h antes de

ser sometidos al procesamiento minimo.

Los mangos se sometieron a un lavado manual por cepillado y después a

una desinfeccién por inmersion en solucion de plata coloidal 0.018% durante 10 min.

6.2 Preparacién de mango minimamente procesado

En la Figura 9 se muestra el diagrama de proceso seguido para la
preparacion de mango minimamente procesado; simulando las condiciones del
proceso industrial, los mangos se sometieron a un proceso de pelado manual, se
cortaron los “cachetes” del fruto con un cuchillo afilado y de ellos se obtuvieron
cubos de 2 cm por lado, las piezas obtenidas se colocaron en charolas con hielo
para mantener la temperatura baja (aproximadamente 4-7 °C).

La siguiente etapa consisti6 en la aplicacion de un pre tratamiento de
inmersion del producto en una solucion de CaClz al 1% por un periodo de 2 min,
posteriormente el agua fue drenada y el mango se escurrio durante 2 min para
remover el exceso de la misma. Posteriormente se aplicaron las nanoemulsiones
(descritas en las secciones 6.2.1y 6.22), por inmersion del producto durante 3 min,
después se drenaron durante 2 min. Se utiliz6 como grupo control el producto sin la
nanoemulsion.

Todo el material utilizado en la preparacion de las muestra se sanitizo en una
solucion de plata coloidal. El producto fue envasado manualmente en envases de

polipropileno de 150 mL de capacidad con tapa; cada envase contenia 70 g de fruta.
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Todos los envases se colocaron en cajas de cartdon y fueron almacenadas en
camaras de refrigeracion a 5 °C ubicadas en la Universidad Autonoma de Querétaro

hasta su andlisis.

6.3.1 Preparacién de recubrimientos comestibles, primera etapa

La emulsion se preparé por el método de emulsificaciébn convencional
(Solans et al., 2005). La fase dispersa estuvo compuesta por 2 g/L de acetato de di
-tocoferol, 20 g/L de glicerol y 1.6 g/L de surfactante lipofilico (Span®80, HLB=4.3).
La fase continua se prepardé con 8.4 g/L de surfactante hidrofilico (Tween®80,
HLB=14.9) y se vari6 el polisacérido en cada recubrimiento con 40 g/L de almidén
ingredion®, 3 g/L carboximetilcelulosa y la mezcla de ambos. Una vez preparadas
ambas fases para cada una de las emulsiones, se mezclaron en proporcién 1:1, la
fase oleosa se disperso en la fase acuosa por medio de un agitador de velocidad
variable a cabo de 3 ciclos de dispersion a 10,000 rpm por 5 min, los tiempos de
reposo entre cada ciclo fueron de 5 min, se empleo un dispersor rotor/estator Ultra-
Turrax (IKA®T25) y un dispersor (Modelo 25N-10G-ST).

Se pasaron las emulsiones previamente preparadas en un sistema de

homogenizacion a alta presién (Nano DeBEE) a una presién de 150 MPa.

6.3.2. Preparacion de recubrimientos comestibles, segunda etapa
6.3.2.1 Preparacion de emulsidon convencional

La emulsion se preparé por el método de emulsificacibn convencional
(Solans et al., 2005). La fase dispersa estuvo compuesta por 2 g/L de acetato de dI
a-tocoferol, 20 g/L de glicerol y 1.6 g/L de surfactante lipofilico (Span®80, HLB=4.3).
La fase continua se prepar6 con 40 ¢g/L almidén ingredion®, 3 g/L
carboximetilcelulosa y 8.4 g/L de surfactante hidrofilico (Tween®80, HLB=14.9). Una
vez preparadas ambas fases, estas se mezclaron en proporcion 1:1, la fase oleosa
se disperso en la fase acuosa por medio de un agitador de velocidad variable a cabo
de 3 ciclos de dispersion a 2000 rpm por 5 min, los tiempos de reposo entre cada
ciclo fueron de 5 min, empleando un dispersor rotor/estator Ultra-Turrax IKA®T18
Basic y un dispersor (Modelo S18N-10G).
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6.3.2.2 Preparacion nanoemulsion

La nanoemulsion fue preparada a partir de la formulacion de acuerdo con lo
descrito en el punto 6.3.2.1. Para disminuir el tamafio de particula las condiciones
de homogenizacion fueron: tres ciclos de dispersién a 10,000 rpm por 5 min cada
ciclo y periodos de reposo de 5 min entre cada ciclo, empleando un dispersor
rotor/estator de alta velocidad (Ultra-Turrax IKA®T25) y un dispersor (Modelo S25N
N25G, IKA®).

El tamafio final de las nanoemulsiones se alcanz6 mediante un proceso de
ultra homogenizacion pasando las emulsiones previamente preparadas en un
sistema de homogenizacion a alta presion (Nano DeBEE) a una presion de 150
MPa.

6.4. Estrategia experimental

El trabajo experimental de este estudio se llevo a cabo en dos etapas; en la
primera etapa se evalué el efecto de diferentes nanoemulsiones a base de almidén

modificado, carboximetilcelulosa y la combinacion de ambos en la calidad de MMP.

En la segunda etapa se evalud el tamafio de particula de recubrimientos
comestibles a base de la combinacion de almidén modificado y carboximetilcelulosa
en la calidad del producto. La metodologia de cada una de estas etapas se presenta

a continuacion.

6.4.1. Primera etapa. Estudio del efecto de los RC en emulsion simple en la
calidad del producto.

En funcion de datos reportados en la literatura para otro tipo de frutos
(Chiumarelli y Hubinger, 2012) se eligieron los componentes y las cantidades de
ellos que mejores resultados han mostrado como almidén y carboximetilcelulosa asi
como la mezcla de ellos. En el Cuadro 7 se resume la composicion de estas

emulsiones aplicadas.
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Cuadro 7. Composicion de las fases de la emulsion de los RC para el tratamiento
de mango minimamente procesado.

Fase dispersa Fase continua
20 g/L glicerol 40 g/L almidén ingredion®
2 g/L a-tocoferol 8.4 g/L 3 g/L carboximetilcelulosa
1.6 g/L span®80 tween®80 | 40 g/L almidén ingredion® +
3 g/L carboximetilcelulosa

El procesamiento minimo del mango se realiz6 en el Laboratorio de Alimentos

de la Universidad Autbnoma de Querétaro como se describe en la Figura 9.
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Procesamiento minimo de mango cv. “Atauffo”

Recepcidn de materia
prima

Pre-refrigeracion
T=5°C

Seleccidn y clasificacidn

Lavado y desinfeccidn

Inmersidn 1% CaClz
t=2 min

Escurrido
=2 min

Inmersian nanoemulsion
t=3 min

Escurrido
t=2 min

Envasado

Almacenamiento
T=5°C

Figura 9. Proceso de preparacion de mango minimamente procesado.
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En la Figura 10 se presenta de manera esquematica los procedimientos

realizados durante esta etapa, realizando las siguientes evaluaciones:

e Caracterizacion de los recubrimientos. Tamafio de particula, indice de
polidispersion (IDP) y potencial zeta ({).

e Calidad sensorial. A través de escalas subjetivas se evalud el aspecto visual,
textura, oscurecimiento, aroma y liberacion de liquido.

e Andlisis microbiologicos. Contenido de bacterias acido lacticas (BAL) y
bacterias mesofilas aerobias (BMA).

e Andlisis fisicoquimicos. Determinacion de textura y color, sélidos solubles
totales (SST), acidez titulable y pH.
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Primera Etapa. Efecto de |la aplicacion de diferentes
recubrimientos comestibles en la calidad de MMP

Preparacion de nancemulsiones
40 g/L almidon {A)

3 g/L carboximetilcelulosa (CMC)
40 g/LA + 3g/L CMC

Caracterizacion de nanocemulsiones
Tamaiio de particula
Indice de polidispersion
Potencial zeta

Procesamiento minim o de mango cv. “Ataulfo”

Aplicacién de recubrimientos comestibles

Almacenamiento 5 °C

Evaluaciones
1. 4,8 12 y 16 dias

. oy Fisicoquimicas
_ Microbiclogicas Textura
Sensoriales BAL
BMA Calor
SST
Acidez titulable
pH

Figura 10. Estrategia general seguida durante la primera etapa.
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6.4.2. Segunda etapa. Estudio del efecto del tamafio de particula de
recubrimientos comestibles.

El procesamiento minimo de mango se realiz6 bajo las condiciones de
laboratorio descritas anteriormente.

En el Cuadro 8 se muestra la composicion de emulsion y nanoemulsion
utilizadas en esta etapa (se describen en las secciones 6.2.1y 6.2.2).

Cuadro 8. Composicion de emulsion y nanoemulsion.

Fase dispersa Fase continua

20 g/L glicerol 84 g/L tween®80

2 g/L a-tocoferol 40 g/L almidén ingredion®
1.6 g/L span®80 3 g/L carboximetilcelulosa

En la Figura 11 se presenta de manera esquematica los procedimientos

realizados durante esta etapa, realizando las siguientes evaluaciones:

e Caracterizacion de recubrimientos. Tamafio de particula, IDP y .

e Micrografias por electrénica de barrido (SEM)

e Analisis sensorial

e Analisis fisicoquimicos. Determinacion de textura y color, SST, acidez
titulable y pH.

e Andlisis bioquimicos. Actividad de las enzimas polifenol oxidasa (PPO)

y fenilalanina amonio liasa (PAL) y contenido de fenoles totales.
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Segunda Etapa. Efecto del tamafio de particula en
recubrimientos comestibles en la calidad de MMP

MNanoemulsion: 40 g/L almiddn + 0.3 g/L CMC
Emulsion: 40 g/L almidén + 0.3 g/L CMC

Caracterizacion de recubrimientos
Tamafio de particula
Indice de polidispersion
Potencial zeta

Observacion de los RC por
Microscopia Electronica de
Barride (tejido de mango
fresco impregnado con el
recubrimiento correspondiente).

Procesamiento minimo de mango cv. “Ataulfo”

Aplicacion de recubrimientos comestibles

Almacenamiento 5 °C

Evaluaciones
1.4, 8,12y 16 dias

Analisis Microbiolaai Fisicogquimicas
sensorial icro gqtglcas Textura Bioquimicas
hedénico Color PPO
(20 personas) BMA SST PAL
Acidez titulable Fenoles
pH

Figura 11. Estrategia experimental seguida durante la segunda etapa.
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6.5. Caracterizacién de recubrimientos comestibles

Entre los parametros mas importantes a considerar en la preparacion de
nanoemulsiones se encuentran el tamafio de particula, el indice de polidispersion
(IDP) y el potencial zeta (), a continuacion se describe la metodologia para la

realizacion de estos analisis.

6.5.1. Tamafo de particula e indice de polidispersion (IDP)

La distribucion del tamafio de particula y del IDP de los sistemas coloidales
se determiné mediante la técnica de dispersion de luz laser con un angulo fijo de
90° usando un equipo Zetasizer® 4 (Malvern Ltd. Orsay, France). Con la finalidad
de contar el numero de particulas necesarias por segundo para la medicion, las
dispersiones fueron diluidas con agua Mili-Q®. Todas las mediciones se realizaron
por triplicado, obteniendo la distribucion de tamafos de particula con su

correspondiente IDP.

6.5.2. Potencial Zeta (Q)

El potencial Zeta { se determind mediante electroforesis de particula
empleando un equipo Zetasizer® 4 (Malvern Ltd. Orsay, France). Se utilizaron
soluciones diluidas de las dispersiones en agua Mili-Q® midiendo el potencial Zeta
¢ en relacion a la movilidad electroforética, tomando como referencia soluciones de
poliestireno ( = -55 mV). El { es una medida del grado de repulsién entre las NC
adyacentes, las particulas cargadas en forma similar en una dispersion provoca
repulsion de las mismas, de tal manera que en una dispersion coloidal si él ¢ es alto
(positivo 0 negativo) entonces las nanoemulsiones formadas estaran

electrostaticamente estabilizadas (Bala et al., 2005).
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6.6. Cuantificacion de bacterias mesofilas aerobias y bacterias acido lacticas

Los dias 1, 4, 8,12 y 16 de almacenamiento a 5 °C, se tomaron muestras por
triplicado de MMP, de los diferentes tratamientos de RC aplicados. Los
procedimientos de preparacion de las muestras para el examen microbiolégico,

siembra, incubacion y cuantificacion de microorganismos se indican a continuacion.

El recuento microbiano se llevé a cabo segun lo reportado por Cepeda-
Marquez (2009). Diez gramos de muestra de MMP se homogenizaron con 90 mL
de buffer fosfato de sodio 0.5 M empleando un stomacher a una velocidad media
durante 2 min. A partir de esta suspension se prepararon diluciones decimales.
Alicuotas de las diferentes suspensiones se inocularon en los diferentes medios de

cultivo recomendados para cada grupo microbiano de interés en el analisis:
e Cuantificacion de bacterias mesofilas aerobias (BMA)

Este grupo de microorganismos se cuantific6 mediante la técnica de vaciado
en placa utilizando agar cuenta estandar (ACE). En condiciones estériles, se tomd
1 mL de cada una de las diluciones de cada muestra, se colocé en cajas de Petri a
la cual posteriormente se le afiadié 15 mL de medio de cultivo, la caja se tapo y se
mezclé homogéneamente, una vez solidificado el agar las placas se invirtieron y se

incubaron a 35 °C durante 48 h para el recuento.
e Cuantificacion de bacterias acido lacticas (BAL)

Este grupo de bacterias se cuantific6 mediante la técnica de extensién en
superficie utilizando agar MRS (Man Rogosa y Sharp) especifico para este tipo de
microorganismos. Se tomaron 100 pL de cada dilucion seleccionada y se extendio
en la superficie del medio de cultivo utilizando una varilla de vidrio. Las cajas se

taparon y se incubaron a 30 °C durante 48 h.

Los recuentos se realizaron una vez cumplido el tiempo de incubacion para

cada grupo de microorganismos utilizando un contador de colonias.

Las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de tejido fresco se

cuantificaron mediante la expresion y los resultados se reportaron como log UFC/g.
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UFC Al1xFd Vt
= *k —
g Vi Va

Dénde:

Al = nimero de colonias contadas en la placa
Fd = factor de dilucién decimal, ejemplo: D1 =1, D2 = 10, D3 = 100, etc.
Vi = volumen del in6culo, 0.1 mL para BAL y 1 mL para BMA.

Vt = volumen total (100 ml) > masa de alimento (10g) mas el volumen del buffer de
fosfato de sodio 0.5 M (90 ml).

Va = masa del alimento

6.7. Analisis fisicoquimicos

Los efectos asociados al recubrimiento aplicado y al tiempo de
almacenamiento se evaluaron determinando los cambios fisicoquimicos,
microbioldgicos y enzimaticos en el producto almacenado en refrigeracion durante
16 dias. La metodologia seguida para la realizacion de estos estudios se describe

a continuacion.

6.7.1. Evaluacion de los cambios de textura

La textura se determiné segun lo descrito por Sarzi de Souza et al., (2006).
De cada envase se tomaron tres cubos de mango seleccionados al azar, la textura
se midi6 con un analizador de textura utilizando una sonda cilindrica de 5 mm a una
velocidad de penetracion de 1 mm/s a una profundidad de 4 mm. Los resultados se

reportaron como fuerza de ruptura en Newtons (N) y deformacion (mm).
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6.7.2. Evaluacién sensorial de la calidad de los productos

La calidad sensorial

del

MMP se midi6 a través del

tiempo de

almacenamiento a los dias 1, 4, 8, 12, 16, mediante el uso de escalas subjetivas

estructuradas de acuerdo a lo descrito por Beaulieu y Lea., (2003); dicha escala

indico la severidad de un defecto desde el punto de vista del consumidor. La

evaluacion se realiz6 utilizando cartas descriptivas de los defectos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Escalas subjetivas para evaluacion de la calidad de MMP.

Caracteristicas Puntuacion
de calidad subjetiva
9 7 5 3 1
Calidad visual  Excelente; Buena, Regular, Pobre, Extremada
libre de defectos defectos defectos mente
defectos menores, no objetables de excesivos pobre;
objetables leves a excesiva
moderados
Dafo en el tejido  Extremo:
(oscurecimiento) muy Severo Moderado Ligero Ninguno:
oscuro apariencia
corte
fresco
Severo:
Consistencia Ninguno Ligero: no Moderado: definitivamente  Extremo:
(pérdida de objetable comienza a ser objetable rechazable
textura) objetable
Aroma Ninguno: Ligero: no Moderado: Severo: Extremo:
(desagradable, caracterist objetable @ comienza a ser definitivamente rechazable
extrafno) icO objetable objetable
Liquido exudado  Extremo Severo Moderado Ligero Ninguno

(Beaulieu y Lea, 2003).

b5 puntuacion limite para la comercializacion del producto.
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6.7.3. Determinacién del color

La medicion de los cambios de color se realizo utlizando un
espectrofotometro Minolta CR-200/30, utilizando como referencia el iluminante Ay
observador a 10 °. El equipo fue previamente calibrado utilizando una superficie
blanca como referencia (x =82.03 y =100y z = 72.98). Una vez calibrado, se midi6
el color en 3 cubos de mango para cada tratamiento y se registraron los valores de
L*, a* y b* con los cuales se determiné el valor del &ngulo de matiz Hue = tan -
L(b*/a*).

6.7.4. Determinacion de pH

El pH se determiné en el jugo de 20 g de muestra siguiendo el método de la
AOAC 32.010 (AOAC, 2002), utilizando un potenciometro (Philips Harris modelo
E3039018G/K, Shenstone England) con electrodo combinado (modelo P43-120)
calibrado con soluciones buffer de pH 4.0, 7.0 y 10.0.

6.7.5. Determinaciéon de Solidos Solubles Totales

La concentracion de sélidos solubles totales (SST) se determin6 en el jugo
extraido de una porcion de la muestra como se indica en el método 932.12 de la
AOAC (2002), utilizando un refractdmetro modelo HI 96801 (Hanna instruments), el
cual mide el indice de refraccién de la luz provocada por los sélidos solubles
(azucares libres, cidos organicos entre otros) presentes en el jugo a 20 °C. El indice
de refraccion del agua pura es de 1.3345 y corresponde a 0% de solidos solubles.
Dado que en los productos horticolas el mayor contenido de solidos solubles son
azucares se puede expresar el contenido de SST como °Brix, asumiendo que 1 °Brix

es equivalente al 1% de sacarosa en solucion acuosa (NMX-F-274-1984).
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6.7.6. Determinacion de acidez titulable
La medicion de la acidez titulable se determiné siguiendo el método 942.15

de la AOAC (2002), el cual consiste en tomar 5 g de tejido fresco a los que se les
adicion6 20 mL de agua destilada, posteriormente se homogenizé en un
homogeneizador Ultra-Turrax IKA®T25 durante 20 seg a 13 500 rpm, se filtré y se
tomd una alicuota de 5 mL para titular con NaOH 0.1 N, empleando 0.3 mL de

solucién de fenolftaleina al 1 % como indicador.

La acidez titulable se expres6 en porcentaje de acido citrico por cada 100g

de muestra, utilizando la siguiente ecuacion:

(N(NaOH) (mL gastados NaOH) (vol. aforado) (meq. 4cido)
E 3

100
(vol. alicuota)(peso muestra)

% acido citrico =

Miliequivalentes de &cido citrico = 0.064 g (NMX-F-102-S-1978)

6.8. Cuantificacién de la actividad enzimética

Para la cuantificacibon de las actividades enziméticas se tomaron
aleatoriamente y por triplicado muestras de MMP tratadas con y sin nanoemulsion

y emulsion, durante los dias 1, 4, 8, 12 y 16 de almacenamiento a 5 °C.

Los métodos para la cuantificacion de las actividades enziméticas se

describen a continuacion.

6.8.1. Actividad enzimatica de fenil alanina amonio liasa (PAL)

Se utilizé el método descrito por Ke and Saltveit., (1989), el cual se basa en
cuantificar la cantidad de acido trans-cinamico producido por la PAL a partir de su
sustrato fenil alanina. EI método cuantifica espectrofotométricamente, después de
una hora de incubacion a 40 °C, el incremento en la absorbancia de la muestra a
290 nm. Un incremento en la absorbancia de 0.01 unidades es equivalente al
incremento de 1 umol de &cido trans-cinamico. La reaccion que lleva a cabo esta

enzima se observa en la Figura 12.
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FEMILALAMIMA ACIDO CINAMICO

Figura 12. Reaccion enzimatica de la PAL para la transformacion de la
fenilalanina a acido trans-cinamico.

6.8.1.1 Obtenciéon del extracto enzimatico

A 0.4 g de Polivinilpirrolidona (PVP), se adicion6 16 mL de buffer de borato
50 mM (pH 8.5), 14 puL de 2-mercatoetanol y 4 g de tejido finamente picado. La
mezcla se homogeniz6 durante 15 segundos en un homogeneizador Ultra-Turrax
T25 a 8000 rpm; el homogenizado se filtr6 a través de manta de cielo para ser
centrifugado a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. El sobrenadante se consideré

como el extracto crudo de la enzima.

6.8.1.2 Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de PAL se determiné incubando en un bafio con agua a 40 °C,
una serie de tubos de ensayo que contenian 2700 uL del extracto enzimatico
después de 5 min incubacion, se inicid la reacciéon adicionando 300 pL del sustrato
fenilalanina 100 mM midiéndose la absorbancia a 290 nm al tiempo cero y después
de una hora de incubacién. La longitud de onda elegida es la maxima absorcion del
acido cinamico.

La actividad de PAL se expres6 como la cantidad de PAL que produjo 1 pmol
de &cido trans-cinamico en 1 hora. La cantidad de &cido trans-cinamico formado se
cuantificé utilizando una curva de calibracion de este acido a diferentes

concentraciones.

La absorbancia debido al acido trans-cinAmico formado en una hora se
calcul6 mediante la diferencia entre la absorbancia obtenida al cabo de 1 h y la
absorbancia al tiempo cero. Los resultados se reportaron como pmol de acido trans

cindmico h! g de tejido fresco.
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6.8.2. Actividad enzimatica de la polifenoloxidasa (PPO)

La actividad de la enzima PPO se realiz6 siguiendo la metodologia descrito
por Montgomery y Sgarbieri., (1975), la cual se basa en el cambio de color que
provoca en el medio de reaccion la polifenol oxidasa al oxidar el catecol a quinonas
(Figura 13).

CATECOL
OXDASA
oH . 0
OH T o
Compuesto fenolico O-quinonas

(catecol)

Figura 13. Reaccidn de oxidacion catalizada por la PPO sobre el catecol.

6.8.2.1 Extraccién del extracto enziméatico

Se colocaron 5 g de tejido fresco en un tubo Falcon, a los cuales se les afiadio
20 mL de buffer de fosfato 50 mM a pH 7.0 y 0.6 g de Polivinilpolipirrolidona (PVPP)
insoluble (SIGMA-ALDRICH). El conjunto se homogeneiz6 durante 15 segundos en

un homogeneizador Ultra-Turrax IKA®T25 a 8000 rpm.

El homogenizado se filtr6 a través de manta de cielo, la solucion obtenida se
centrifugo a 10 000 rpm a 4 °C durante 15 minutos, el sobrenadante constituyo6 el

extracto enzimatico crudo utilizado para la determinacion de la actividad de la PPO.
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6.8.2.2 Determinacion de la actividad de PPO

Una serie de tubos conteniendo 2.85 mL de buffer de fosfatos 0.2 M (pH 7) y
50 uL de catecol (60 mM) como sustrato, se incubaron en un bafio de agua a 25 °C
durante 5 min. La reaccion se inicio agregando 100 uL de extracto enzimatico se
leyé la absorbancia a 420 nm al tiempo cero en un espectrofotometro Perkin Elmer
(Lamda 40) y después de 3 min. El cambio de 0.001 de absorbancia por minuto se

considerd como una unidad de actividad de PPO (UA).

6.9. Cuantificacion de fenoles totales

6.9.1 Obtencién del extracto de fenoles

La determinacion de fenoles totales se llevd a cabo mediante el método de
Folin-Ciocalteu descrito por Fossen y Pedersen (1996) con modificaciones. A5 g
de MMP se le adicionaron 15 mL de metanol al 95%, la mezcla se homogeneiz6 en
un Ultra-Turrax IKA®T25 durante 1 min, el homogenizado se filtré6 con manta de cielo
y se centrifugd el sobrenadante por 15 min a 10 000 rpm a una temperatura de 4
°C. El sobrenadante obtenido se diluyd en metanol al 95% en una relacién 1:10, la

solucion obtenida fue utilizada para la determinacion de fenoles.
6.9.2 Cuantificacién de los fenoles

Se tomaron 30 puL de muestra blanco y se adicionaron 150 L del reactivo
Folin Ciocalteu 1N (1:10), se dejo reposar la muestra durante 5 min después de
agitacion. Transcurrido el tiempo se afiadieron 120 uL de Na2COs (7.5%). Se dejé
la muestra en reposo durante 1 h, posteriormente se midié la absorbancia en un
lector de ELISA a 760 nm (en microplaca). Se utilizé una curva de calibracion de
acido galico para cuantificar la concentracion de fenoles totales. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes de acido galico (mgeEAG) por

gramo.
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6.10. Observaciones por Microscopia Electronica de Barrido de los
recubrimientos de MMP

Las observaciones de la distribucion de las nanoemulsiones sobre los trozos
de MMP se llevo a cabo realizando un corte longitudinal del tejido, colocando la
muestra en el porta muestras y aplicandoles un bafio de oro (~20 nm) utilizando un
evaporador catodico Sputter Coater JFC-1100 (Jeol, Tokyo Japan), se observaron
en un microscopio electronico de barrido de bajo vacio Jeol JSM-6060LV con

resolucion de 5nmy 7 kV y de 12-20 Pa de presion en la camara el voltaje.

6.11. Analisis sensorial global del producto terminado

Se evaluaron los atributos de textura, aroma, sabor y agrado global de mango
sin recubrimientos y muestras recubiertas con nanoemulsion y emulsion a los dias

1, 8 y 16 de almacenamiento a 5 °C.

La evaluacion se llevé acabo con 20 panelistas (16 mujeres y 4 hombres) de
la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro y fueron
seleccionados por el consumo frecuente de mango en un rango de edades de 22 a
30 afos. Se aplicé una prueba de nivel de agrado, en la que se utilizé una escala
estructurada de 9 puntos que describe desde un extremo de agrado hasta un
extremo de desagrado. Los consumidores recibieron tres muestras de cada uno de
los mangos, todas las muestras presentadas a los consumidores fueron codificadas

utilizando namero aleatorios de tres digitos (Apéndice 2).

6.12. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + error estandar (EE).
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95%. La
diferencia entre los tratamientos evaluados se realiz6 mediante la comparacion de
media por la prueba de Dunnett. Los datos se analizaron con el paguete estadistico
JMP 8.0.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa 1. Estudio del efecto de los RC abase de almidony CMC en la calidad
de mango minimamente procesado

7.1.1 Caracterizacion de la emulsion simple
7.1.1.1 Tamano de particula, potencia ¢ e indice de polidispersion (IDP)

Bajo las condiciones de preparacion de las emulsiones descritas para la
primera etapa de este estudio se midieron las caracteristicas de tamafio y
estabilidad de las mismas. El Cuadro 10 concentra los valores medios de los datos
de tamafo de particula, potencial { y el IDP de los diferentes RC utilizados en la

primera etapa del estudio.

Cuadro 10. Caracterizacion del tamafio y estabilidad de almidén, CMC y

almidén+CMC.
Tamarfo de Potencial ¢ indice de
Nanoemulsién particula (nm) (mV) polidispersion (IDP)
Almidon 261 + 29.51 -5.76 £ 0.72 0.40 £ 0.06
CMC 538 + 38.11 -42.30 £ 1.41 0.33+£0.09
Almidén + CMC 319 +9.62 -13.83 +1.77 0.42 + 0.07

La Figura 14 muestra la distribucion de frecuencia de tamafios de particula
expresados como % en volumen de la nanoemulsion preparada con, almidon, CMC
o almidon+CMC. Los tres recubrimientos mostraron una distribucién bimodal de
tamafios; para los materiales A y A+CMC, la primera moda se ubicé en tamafios de
50 y 100 nm, mientras que para CMC esa primera moda se ubico alrededor de 100
y 200 nm en todos los casos la frecuencia de estos tamafos fue menor al 2%; la
segunda moda fue la mas importante, las suspensiones de A y A+CMC mostraron
una moda de 261 y 319 nm con frecuencias de 10 y 11% respectivamente mientras
gque CMC mostré una moda de 538 nm y una frecuencia cercana a 14%. Por su
parte el IDP mostro valores de 0.40, 0.33 y 0.42 para las suspensiones de A, CMC

y A+CMC respectivamente.
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Figura 14. Distribucion de tamafio de particula de almidon (A),
carboximetilcelulosa (CMC) y A+CMC.

De acuerdo a Aranberri et al., (2006), estos datos parecen sugerir que las
caracteristicas de estabilidad de estos sistemas parecen no ser las 6ptimas, lo que
puede ser importante en la agregacion de particulas durante el almacenamiento. La
distribucion del tamafio de particula de las dispersiones depende en gran medida
del proceso utilizado, de la asociacion biopolimero-activo y del tipo y concentracion
del surfactante utilizado (Bilbao-Sainz et al., 2010). Las particulas de CMC en
presencia de almidén disminuyeron la proporcién de tamafios de 500 nm para

presentar una distribucion de tamafos similar a las suspensiones de almidon.

7.1.2 Potencial Zeta (g)

Bala et al., (2005) han establecido que el { es una medida del grado de
repulsion entre particulas similarmente cargadas en una dispersion, de tal forma
que un valor absoluto alto representa un sistema electrocinéticamente establecido.
Mirhosseini et al., (2008) mencionan que potenciales { con valores absolutos
menores de 25 mV son indicativos de probable agregacion de las dispersiones. En
general el potencial ¢ para A, CMC y A+CMC fue de -5.8, -42.2 y -13.8 mV
respectivamente.
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De acuerdo con Schramm et al., (2005) valores de potencial ¢ entre -5y -10
pueden presentar problemas de aglomeracién y que dentro de valores entre -13 y -
20 mV el sistema esta en el umbral de aglomeracion por lo que las suspensiones
de Ay A+CMC solas tendrian problemas de estabilidad mientras que la suspensién
de CMC tendria buena estabilidad (-43 mV) aunque el tamafo de particula fue
grande. Esta diferencia de tamafio indujo a evaluar la eficiencia de estos sistemas
en MMP.

7.2 Cambios en la calidad microbiolégica de mango minimamente procesado

Los datos del conteo de colonias de las bacterias mesoéfilas aerébicas (BMA)
y de bacterias acido lacticas (BAL) fueron comparadas estadisticamente con los
conteos registrados en el tratamiento control a través de la prueba de Dunnett. La
significancia estadistica del efecto de los tratamientos en el crecimiento de estos
grupos de microorganismos durante el almacenamiento a 5 °C se muestra en los

Cuadros 11y 12, la dinamica de crecimiento se muestra en las Figuras 15y 16.

Cuadro 11. Valores de probabilidad en el contenido de BMA.

Tratamiento*Dias Dia 1l Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidon 0.9583 0.085 0.4976 <0.0001* 0.9141
CMC 0.2107 0.1967 0.9074 0.2321 0.2802
Almidon + CMC 0.2107 0.1042 0.1965 <0.0001* 0.0003*
*=P < 0.05

Las cargas microbianas al inicio del experimento parecen ser altas (~3 log
UFC g'); no obstante, los datos son parecidos a los reportados por Rattanapanone
et al., (2001) y Chien et al., (2007) quienes en mango minimamente procesado de
las variedades Tommy Atkins e Irwin respectivamente. Durante los primeros 8 dias
de almacenamiento a 5 °C, no se observaron diferencias significativas en las
cuentas de BMA en los tratamientos aplicados (Figura 15). No obstante, en el dia
12, las muestras recubiertas con A y A+CMC mostraron diferencias significativas
con el tratamiento control observandose un menor desarrollo (5 a 5.5 log UFC g%)
respecto del grupo control y del tratamiento con CMC los cuales mostraron cuentas

mayores (alrededor de 6 log UFC g).
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Asi mismo en el dia 16 (Figura 15), el tratamiento a base de A+CMC mostro
diferencia significativa (a=0.05) con el control mostrando el menor crecimiento de
BMA (5.5 log UFC g). Los niveles de crecimiento al dia 16 fueron de 6 log UFC g
1 en los tratamientos de A y CMC. Encontrandose el recubrimiento de A+CMC en
los limites de comercializacion. La dinamica de crecimiento de estos
microorganismos fue mas retardada que la reportada por Rattanapanone et al.,
(2001) y Chien et al., (2007) quienes registraron estos mismos niveles de cuenta a

los 8 y 6 dias bajo condiciones de 5y 6 °C respectivamente.

Asi mismo en el dia 16 (Figura 15), el tratamiento a base de A+CMC mostro
diferencia significativa con el control, A y CMC, mostrando el menor desarrollo de
BMA (5.5 log UFC g?); mientras que en MMP recubierto con A 'y CMC los niveles
de desarrollo al dia 16 fueron de 6 log UFC g*. Segun estos resultados en MMP
recubierto con A+CMC se encuentra en los limites de comercializacion. La dinamica
de crecimiento de estos microorganismos fue mas lenta que la reportada por
Rattanapanone et al.,, (2001) y Chien et al., (2007) quienes registraron estos
mismos niveles de desarrollo a los 8 y 6 dias bajo condiciones de 5y 6 °C

respectivamente.
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Figura 15. Crecimiento de bacterias mesofilas aerobias (BMA) en MMP, durante
su almacenamiento a 5 °C. Letras diferentes por dia indican diferencias
significativas (p<0.05) (Prueba de Dunnet).
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Los datos de Chien et al., (2007) sefalan la tendencia en el desarrollo de
BMA en MMP sin tratamiento superficial a través del tiempo; no obstante, en mango
con un RC a base de 1 a 2 % de quitosano observaron un menor crecimiento
(alrededor de 1 log) después de 7 dias almacenamiento a 6 °C. Los conteos
reportados por estos autores fueron, de 3.82 log UFC g* al inicio del proceso y de
6.4 para el grupo control y de 5.53 log UFC g para el grupo tratado al final del

almacenamiento.

En cuanto el crecimiento de las BAL, estas no presentaron diferencias
estadisticas significativas con el control (Cuadro 12 y Figura 16) y permanecieron
en un rango de 1 a 2 log UFC g durante su almacenamiento a 5 °C, indicando que
no existieron condiciones para el desarrollo de este grupo de microorganismos. Este
resultado era esperado ya que la tapa del envase no es de cierre hermético y
probablemente no se gener6 las condiciones de menor concentracién de oxigeno

en el ambiente que permitiera el desarrollo de los mismos.

Cuadro 12. Valores de probabilidad en el contenido de BAL.

Tratamiento*Dias Dia 1l Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidon 1 1 0.9446  0.4329 0.4437
CMC 1 1 0.5546  0.4329 0.6260
Almidon + CMC 1 1 0.8238 0.9136 0.7852
*=P < 0.05
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Figura 16. Crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL) en MMP, durante su

almacenamiento a 5 °C en almidon (A), carboximetilcelulosa (CMC) y A+CMC.

Letras diferentes por dia indican diferencias significativas (p<0.05) (Prueba de
Dunnett).

La carga microbiana determinada al inicio del almacenamiento, puede indicar
una baja calidad sanitaria en el producto (Fernandez-Escartin, 2008), no obstante,
estos conteos coinciden con los reportados por Chien et al., (2007). De igual forma
la Norma Oficial Mexicana NOM-093-SSAI-1994 establece como limites maximos
5-6 log UFC g, por lo anterior se puede estimar un tiempo de vida de anaquel
menor a 12 dias para este producto, bajo las condiciones establecidas en este

experimento.
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7.3 Efecto del tipo de recubrimiento en la calidad sensorial de mango
minimamente procesado

7.3.1. Calidad Visual

El Cuadro 13 resume la significancia estadistica de la comparacion de los
diferentes recubrimientos evaluados a través de la prueba de Dunnett respecto de
las muestras control en la calidad visual del producto y el Cuadro 14 muestra los
datos de comparacion de medias para cada tratamiento durante el periodo de

almacenamiento.

Como se indic6 en el Cuadro 9 de la seccion 6.7.2 de andlisis sensorial; las
muestras al inicio de su experimento mostraron un aspecto visual calificado por los
jueces como buena (7) y excelente (9) ya que las calificaciones variaron entre 7.00
y 7.89.

Cuadro 13.Valores de probabilidad de la calidad visual en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Almidoén 0.0066* 0.0012* 0.0016* 0.1797 0.5016
CMC 0.0012* 0.4044 0.7828 0.3344 0.848
Almidén + CMC 0.0066* <0.0001* 0.0009* 0.8423 0.1892
*=P <0.05

Cuadro 14. Comparacion de medias de calidad visual en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidén + CMC Control
1 7.67 £ 0.00° 7.89 +0.38P 7.67 +0.00° 7.00 £ 0.002
4 5.33 +0.00° 5.00 + 0.002 6.00 + 0.00° 4.89 +0.192
8 5.78 +0.51° 3.78 £0.382 6.00 + 0.00P 3.44 + 0.842
12 4.67 +£0.922 5.11 £ 0.382 5.33 £ 0.002 4.33+0.672
16 3.67 £1.532 4,11 + 1.022 4.33 + 0.662 2.56 +1.022

Datos expresados como
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

media + desviaciéon estandar.
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Después de 8 dias de almacenamiento, la calidad visual percibida
sensorialmente fue calificada de regular a buena (5 a 6) en las muestras recubiertas
con A y A+CMC en comparacion con las muestras control y CMC que fueron

calificadas como pobres de calidad (3 a 4).

Después de 12 dias de almacenamiento las calificaciones de los jueces las
sefialaron como pobre y regular sin detectarse diferencias significativas entre los
tratamientos, como era de esperarse a los 16 dias de almacenamiento la calidad
del visual del MMP control fue calificada como pobre (2.56), ligeramente mejor para
el MMP recubierto con almidén (3.67) y aunque los mangos tratados con CMC y
A+CMC tuvieron calificaciones entre pobre e irregular (4.11 y 4.33,

respectivamente) fueron los que mejor calidad visual presentaron.

La Figura 17 muestra el aspecto visual de las muestras al inicio y después
de 16 dias de almacenamiento a 5°C. En estas imagenes es posible resaltar la
diferencia que presenté la nanoemulsién de A+CMC, donde se aprecia un aspecto

mas claro y luminoso, respecto al control y las nanoemulsiones de Ay CMC.
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Figura 17. Aspecto visual de MMP almacenado a 5 °C.

Segun la escala subjetiva, la calificacién de 5 puntos (regular) indica que el
producto se encuentra en los limites de comercializacion. A los 8 dias de
almacenamiento la calificacion promedio de MMP recubierto con la hanoemulsion
A+CMC fue de 6.0 y a los 12 dias de 5.33 a aunque la vida de anaquel no rebasoé
los 8 dias de almacenamiento, ya que la calificacion fue por debajo de 7 (regular),

bajo esta variable de evaluacion, la nanoemulsion A+CMC es la mas recomendable.
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7.3.2. Oscurecimiento

El oscurecimiento del tejido se puede deber al cambio en el color que se
genera, como consecuencia de la oxidacion de pigmentos liberados durante el
proceso de cortado (Vitti et al., 2003) o bien a una respuesta del tejido hacia el estrés
mecanico del corte que puede inducir la sintesis de fenoles y un proceso de
cicatrizacion que incluye la sintesis de fenoles y su incorporacion en la pared celular

(Aquino-Bolafios y Mercado-Silva, 2004).

La significancia estadistica de los tratamientos en diferentes dias de
almacenamiento se muestra en el Cuadro 15 y la comparacion de medias se
muestra en el Cuadro 16.

Cuadro 15. Valores de probabilidad de oscurecimiento en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1l Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Almidoén 0.8223 <0.0001* 0.0136* 0.0472* 0.2804
CMC 1 <0.0001* 0.0534* 0.1184 0.7392
Almidén + CMC 1 <0.0001* 0.0012* 0.1195 0.0356*
*=P <0.05

Cuadro 16. Comparacion de medias de oscurecimiento en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidén + CMC Control
1 1.22 +0.382 1.44 +£0.82 1.44 + 0.382 1.44 + 0.382
4 2.00 £ 0.38° 3.00 + 0.00° 2.67 £0.38° 4.33+0.192
8 5.33+0.67° 5.78 + 0.38P 4.67 +0.77° 7.11 £0.382
12 3.89+0.67° 422 +1.172 4.22 +0.512 5.44 + 0.192
16 3.89 + 1.544ab 6.56 + 0.772 4.78 + 0.38P 7.22 £0.772

Datos expresados como media =

desviacion estandar.

Experimentos con tres

determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

Al inicio del almacenamiento las muestras se percibian sin oscurecimiento

(1.22 a 1.44), presentaron un color caracteristico de mango fresco con una ligera

tonalidad opaca en las muestras recubiertas comparadas con el control.
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Después de 8 dias de almacenamiento, el oscurecimiento percibido
sensorialmente fue calificado de regular en la muestras recubiertas con A, CMC y
A+CMC (5.33, 5.78 y 4.67, respectivamente) en comparacion con la muestras
control que fueron calificadas con un severo grado de oscurecimiento (7.11).
Después de 12 dias las calificaciones de los jueves las sefialaron como ligero a
moderado (3 a 5), con diferencias significativas en los tratamientos de A (3.89) con
los demas tratamientos (4.22 a 5.44). A los 16 dias de almacenamiento el MMP
control presento un severo oscurecimiento (7.22) respecto de los MMP con
recubrimientos; en particular las muestras con A presentaron un oscurecimientos
ligero a moderado (3.89). Estos resultados muestran que en MMP el recubrimiento
a base de almidon ayuda a evitar el oscurecimiento logrando tener una apariencia

aceptable.

Segun Aked (2000), la apariencia es el atributo mas importante en los
productos minimamente procesados. En ésta se involucra aspectos como tamafo,

forma, marchitamiento, pérdida de color y coloraciones indeseables.

Al respecto Chauhan et al. (2006) consideran que la estabilidad del color en
MMP esta determinada por la susceptibilidad al oscurecimiento y pérdida de
pigmentos. Probablemente el almidon produce una capa para evitar la oxidacion de

pigmentos liberados durante el proceso de cortado (Vitti et al., 2003).

7.3.3. Aroma

El desarrollo de olores extrafios es un indicativo de deterioro del producto,
esto puede deberse a la acumulacion de productos de la respiracion anaerobia
como etanol y acetaldehido, también puede ser atribuido a la actividad microbiana
que contribuye el desarrollo de malos olores y por tanto relacionada directamente

con la carga de BMA y BAL (Martin-Belloso y Soliva-Fortuny, 2006).
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En el Cuadro 17 se observa la significancia estadistica de los diferentes
tratamientos evaluados respecto a las muestras control en el desarrollo de aromas
extrafos o desagradables del producto y en el Cuadro 18 se muestran los datos de

comparacion de medias para cada tratamiento durante su almacenamiento.

Cuadro 17. Valores de probabilidad de aroma en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidon 1 1 0.0010* <0.0001* 0.3406

CMC 1 1 0.006 0.0001* 0.1834

Almidén + CMC 1 1 <0.0001* 0.0001* 0.0529
*=P < 0.05

Cuadro 18. Comparacion de medias de aroma en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidon + CMC Control
1 9.00 + 0.002 9.00 + 0.002 8.00 £ 0.002 9.00 + 0.002
4 8.33 £ 0.002 8.33 + 0.00° 8.33 £ 0.002 3.44 £ 0.002
8 8.11 +0.38° 7.44 £ 0.382 6.44 + 0.51° 7.00 £ 0.002
12 8.33 + 0.00° 7.67 +0.00° 7.67 £0.38° 7.00 £ 0.512
16 6.78 + 1.392 7.00 £ 0.672 7.22 +0.382 5.44 + 1.392

Datos expresados como media = desviacibn estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

Segun la escala subjetiva (Cuadro 9); el aroma desagradable o extrafio
comienza a ser detectado en las muestras con calificacion igual o menor a 7. El
aroma caracteristico de mango fresco permanecié constante hasta 12 dias de
almacenamiento, siendo calificada por los jueces como sin ninguno o ligero aroma
desagradable, en la muestras recubiertas con A, CMC y A+CMC en comparacion
con las muestras control que fueron calificadas como regular (7), teniendo indicios
de un producto fermentado. Se observaron diferencias significativas a los dias 8 y
12 en todos los tratamientos respecto al control. De acuerdo con (Ragaert et al.,
2004), el olor, sabor y textura determinan la decision de compra de los productos
minimamente procesados. Los resultados obtenidos muestran que el MMP

recubierto con A conservo el aroma caracteristico de mango con valores de 8.33
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7.3.4. Consistencia

En el Cuadro 19 se presenta un resumen de la significancia estadistica en
comparacion de los diferentes tratamientos evaluados y el Cuadro 20 se muestran
los datos de comparacion de medias para cada uno de los tratamientos evaluados,
durante el periodo de almacenamiento.

Cuadro 19. Valores de probabilidad de consistencia en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1l Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Almidoén 0.9554 <0.0001* 0.0001* 0.0019* 0.1384

CMC 1 0.0013* 0.0009* 0.0081*  0.5841
Almidén + CMC 1 0.0003*  <0.0001* 0.0082* 0.0047*
*=P <0.05

Cuadro 20. Comparacion de medias de consistencia en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidon + CMC Control
1 8.00 + 1.002 8.78 £ 0.382 8.33 £ 0.582 7.67 £0.582
4 6.56 + 0.38° 6.33 + 0.00° 7.11 +0.38° 5.44 £ 0.192
8 5.22 +0.38° 2.67 +0.00° 4.67 + 0.00° 3.56 £ 0.382
12 6.56 + 0.38° 5.33 + 0.00° 6.22 +0.19° 4.33 £ 0.002
16 456 +1.022 3.89+0.772 5.67 £0.382 456 +0.382

Datos expresados como media = desviacibn estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

En términos generales el tiempo de almacenamiento tuvo efectos
importantes en la consistencia de MMP, observandose una tendencia de pérdida de
textura. Después de 8 dias de almacenamiento, la pérdida de textura (consistencia)
apreciada sensorialmente fue calificada como moderada en las muestras
recubiertas con A (5.22) y A+CMC (4.67) en comparaciéon con las muestras control

(3.56) y CMC (2.67) que fueron calificadas con una pérdida severa de textura.

64



Varela y Fiszman., (2007) indicaron que el almacenamiento a bajas
temperaturas disminuye significativamente la pérdida de textura, debido a la
reduccion de la actividad de las enzimas pectimetilesterasas (PME) vy
poligalacturonasas (PG) que participan en la eliminacién de las pectinas de la lamina
media. Plotto et al., (2006) también observaron disminucion significativa de la
firmeza con el transcurso del tiempo en mango de la variedad “Kent’, que

corresponde con el cambio en la textura evaluada sensorialmente.

7.3.5. Liquido exudado

En el Cuadros 21y 22 se resumen el andlisis de estadistico de la pérdida de
liquido o lixiviado de MMP durante su almacenamiento y su comparacion de medias,
respectivamente.

Cuadro 21. Valores de probabilidad de lixiviado en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidoén 1 1 0.0010* <0.0001* 0.3406

CMC 1 1 0.006 0.0001* 0.1834

Almidén + CMC 1 1 <0.0001* 0.0001* 0.0529
*=P <0.05

Cuadro 22. Comparacion de medias de lixiviado en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidén + CMC Control
1 2.11+£0.382 1.67 £0.672 1.67 £ 0.002 1.44 + 0.382
4 1.67 +0.382 3.11 + 0.00° 3.11 £ 0.512 1.67 £ 0.002
8 4.22 + 0.96° 1.67 £0.672 3.17 £ 0.67° 1.33 £ 0.002
12 2.22 +0.00P 1.67 +1.39 3.44 +0.38° 1.22 £ 0.382
16 3.00 £ 0.002 3.44 +1.022 1.44 £ 0.382 1.22 +£0.382

Datos expresados como
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

media + desviaciéon estandar.

Experimentos con tres

De acuerdo a los resultados las muestras con recubrimientos presentaron

valores méas altos de lixiviacidbn en comparacion al control, esto puede deberse a

que quedaron residuos de la nanoemulsion en los MMP y no fue suficiente el tiempo

de drenado de los recubrimientos en el procesado minimo.
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Cabe sefialar que el lixiviado percibido sensorialmente por los jueces fue

calificado como ligero en todos los tratamientos y el control.

7.4 Cambios fisicoquimicos

7.4.1 Cambios objetivos de color

La significancia estadistica de los factores para la medida objetiva del color
a través del parametro de luminosidad (L*) se muestran en el Cuadro 23. En cuanto
a los resultados de comparacion de medias se muestran en el Cuadro 24.

Cuadro 23. Valores de probabilidad de luminosidad en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidoén 0.8599 <0.0001* 0.0294* 0.0894 0.0543

CMC 1 0.0024* 0.0971 0.1937 0.4056

Almidén + CMC 1 0.0006* 0.0032* 0.1952 0.0022*
*=P <0.05

Cuadro 24. Comparacion de medias de luminosidad en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidén + CMC Control
1 77.29 +2.072 76.78 + 5.372 77.24 + 0.022 77.16 +1.122
4 79.32 +5.08° 76.31 + 3.47° 77.08 + 4.28P 77.38 £2.282
8 75.31 +1.62° 77.31+ 2.082 77.00 + 1.45P 79.20 + 1.502
12 77.23 £0.962 78.10 £ 1.392 75.38 £ 3.412 79.79 £0.782
16 76.29 + 0.922 76.68 + 1.822 75.42 + 3.622 77.89 +1.982

Datos expresados como media =

desviacion estandar.

Experimentos con tres

determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

El valor de L* se mantuvo constante durante los 16 dias de almacenamiento

con valores de 75.38 a 79.32 en todos los tratamientos evaluados. Resultados

similares fueron obtenidos por Rattanapanone et al., (2001) en mango “Kent” y

“Tommy Atkins” almacenados a temperatura ambiente.
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De acuerdo con Gonzalez-Aguilar et al., (2004), el valor de L* es considerado
un indicador de la frescura del producto, donde un valor alto de L* en frutos
minimamente procesados se relaciona con una buena apariencia, mientras que
valores bajos pueden indicar oscurecimiento en frutos minimamente procesados
como el mango. En nuestro estudio se observa que los diferentes recubrimientos
comestibles ayudaron a mantener los valores de L*, no observando diferencias

significativas.

En los Cuadros 25 y 26 se observan los resultados de significancia
estadistica del angulo de matiz (Hue) y su comparacion de medias durante su

almacenamiento, respectivamente.

Cuadro 25. Valores de probabilidad de Hue en MMP durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidoén 0.9928 0.6819 0.3669 0.9013 0.9930

CMC 1 0.8271 0.5062 0.5407 0.9376

Almidén + CMC 0.9999 0.8758 0.0537 0.31 0.7624
*=P <0.05

Cuadro 26. Comparacion de medias de Hue en MMP durante su almacenamiento.

Dias Almiddn CMC Almidén + CMC Control
1 76.78 £5.372 77.24 £0.022 77.16 £1.122 77.29 £ 2.072
4 76.31 £ 3.47° 77.08 + 4.282 77.38 +2.282 79.32 +5.082
8 77.31+ 2.082 77.00 £ 1.452 79.20 £ 1.502 75.31 £1.622
12 78.10 + 1.392 75.38 + 3.412 79.79 +£0.782 77.23 £ 0.962
16 76.68 £ 1.822 75.42 + 3.622 77.89 +1.982 76.29 £ 0.922

Datos expresados como media * desviacion estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

Los resultados en el pardmetro Hue de MMP no mostraron diferencias
significativas en los tratamientos respecto al control, durante los 16 dias de
almacenamiento. Se tuvieron rangos de valores de 75.31 a 79.79. En relacién con
el angulo de matiz Hue, Gonzalez-Aguilar et al., (2008) indicaron que en mango el
cambio de Hue estéd determinado por una baja temperatura de almacenamiento y

cultivar.
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La baja temperatura reduce la actividad de las polifenol oxidasas
involucradas en este tipo de deterioro indeseable, y las diferencias entre las
variedades de mango se debe al contenido de azucares, acidos organicos, vitamina
C, carotenoides y polifenoles, que determinan diferencias en la susceptibilidad al

oscurecimiento.

Estos resultados concuerdan con lo estudiado por Chien et al.,, (2007)
quienes observaron una menor deshidratacion en cubos de mango recubiertos con

guitosano manteniendo su color.

7.4.2 Cambios en la textura

En el Cuadro 27 se muestran los valores de significancia estadistica de la
comparacion de los diferentes recubrimientos y de las muestras de control en la
textura objetiva del producto y el Cuadro 28 presenta los resultados de la
comparacion de medias para cada tratamiento durante el periodo de
almacenamiento.

Cuadro 27. Valores de probabilidad de textura en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidon 0.9314 0.0821 0.05 0.4555 0.5883

CMC 0.9997 0.3753 0.9974 0.917 0.9247

Almidén + CMC 0.4876 0.0018* 0.9547 0.9914 0.9957
*=P £ 0.05

Cuadro 28. Comparacion de medias de textura (N) en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almiddn CMC Almidén + CMC Control
1 1.79 + 0.252 1.46 £ 0.422 1.57 £ 0.382 1.44 +0.272
4 1.26 + 0.01° 0.97 £ 0.072 1.05 + 0.16° 0.86 + 0.072
8 0.70 £ 0.042 0.79 £ 0.042 1.21 £ 0.372 0.76 £ 0.042
12 0.69 £ 0.122 0.74 £ 0.052 0.87 £ 0.362 0.66 + 0.102
16 0.65 + 0.052 0.70 £0.102 0.80 £ 0.382 0.61 £0.122

Datos expresados como

media + desviacidn estandar.

Experimentos con tres

determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).
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De acuerdo con el analisis estadistico se presentan diferencias estadisticas
al dia 4 en MMP recubierto con A+CMC respecto al control. El recubrimiento
A+CMC disminuy6 su firmeza 49% mientras que CMC, Ay el control perdieron mas

del 52%, respecto del dia 1 al final de su almacenamiento (Figura 18).
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Figura 18. Cambios en la textura (N) de MMP almacenados a 5 °C.

Rico et al., (2007) reportaron que la pérdida de firmeza es indeseable en
productos minimamente procesados debido a que los consumidores asocian
directamente la textura con la frescura del tejido vegetal, por lo que una apariencia
blanda puede incrementar el rechazo del producto. También Gonzalez-Aguilar et
al., (2008) indicaron una disminucion significativa en la firmeza de cubos de mango
de los cultivares “Ataulfo”, “Kent” y “Keitt”, durante su almacenamiento a 5 °C. De
acuerdo con Martinez-Ferrer et al., (2002), la pérdida de firmeza observada en pifia
minimamente procesada y mango, se debe a varios factores como pérdida de
turgencia celular, aire extracelular y vascular, y degradacion de los constituyentes

de la pared celular.
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7.4.3 Cambios en Sélidos Solubles Totales (°Brix)

Los resultados del andlisis estadistico se muestran en el Cuadro 29. De
acuerdo a lo encontrado se observd significancia estadistica en el dia 8 de
almacenamiento en todos los tratamientos y en el dia 16 en los recubrimientos de
CMCy A+CMC.

Cuadro 29. Valores de probabilidad de SST en MMP durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidon 0.1743 0.9356 0.0095* 0.5027 0.3676

CMC 0.3338 0.9951 0.0118* 0.7727 0.0131*

Almidén + CMC 0.1743 0.7942 0.0013* 0.2001 0.0131*
*=P £ 0.05

En el Cuadro 30 se muestran los resultados de la comparacion de medias,
de manera general el contenido de azlcares vario de 8 a 11 °Brix, sin mostrar una
tendencia clara a disminuir o aumentar durante los 16 dias de almacenamiento. Esto
concuerda con lo reportado por Barret et al.,, (2010) quienes indicaron que la
evolucion de SST depende del producto y de la temperatura durante y después del

almacenamiento.

Cuadro 30. Comparacion de medias de SST en MMP durante su almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidén + CMC Control
1 9.27 £ 0.702 9.67 £ 0.422 9.40 £ 0.232 11.00 + 1.912
4 7.80+1.112 8.00 + 0.352 7.53 + 0.582 8.13+1.172
8 9.47 +0.61° 9.53 + 0.58 8.80 + 0.20° 11.20 + 0.602
12 9.73+0.762 10.07 £ 0.232 9.20 +£0.722 10.67 £ 1.512
16 8.87 +£0.702 7.93 + 0.50° 7.93+0.42° 9.47 £0.232

Datos expresados como media = desviacibn estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

En este estudio, comportamiento de esta variable podria estar determinado
por la baja temperatura de almacenamiento. Un cambio lento en los SST indica una
extension en la vida de anaquel de los productos. Esto también fue reportado por
Baldwin et al., (1995), quienes evaluando un recubrimiento comestible a base de

celulosa en mango se, encontré un retraso en la maduracion del fruto.
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7.4.4 Cambios en acidez titulable

Los resultados de los valores de probabilidad del andlisis de varianza
efectuado para determinar el efecto sobre los cambios en el contenido de acido
citrico en el MMP se muestran en el Cuadro 31. No se observaron diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos en comparacion con el control.

Cuadro 31. Valores de probabilidad de acidez titulable en MMP durante su
almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidon 0.9901 0.5816 0.0868 1 0.2529

CMC 0.9129 1 0.2508 0.1504 0.5172

Almidén + CMC 0.5901 0.7948 0.145 0.9948 0.9954
*=P < 0.05

En el Cuadro 32 se muestran los valores de comparacion de medias por cada
tratamiento durante el periodo de almacenamiento. La acidez titulable expresada en
porcentaje de acido citrico se encuentra en un rango de 0.35 a 0.96%.

Cuadro 32. Comparacion de medias de acidez titulable (%) en MMP durante su
almacenamiento.

Dias Almiddn CMC Almidén + CMC Control
1 0.96 + 0.332 0.75+0.212 0.60 £ 0.122 0.89 £ 0.512
4 0.63 +0.282 0.46 + 0.092 0.58 + 0.082 0.46 £ 0.222
8 0.80 £ 0.212 0.67 £ 0.392 0.73 £ 0.062 0.34 £ 0.062
12 0.89 £0.122 0.70 £ 0.112 0.87 £ 0.092 0.89 £ 0.122
16 0.87 +£0.362 0.27 £0.212 0.48 £0.132 0.51 £0.232

Datos expresados como media * desviacion estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

7.4.5 Cambios en pH

Los resultados de significancia estadistica de la comparacion de los
diferentes recubrimientos evaluados respecto de las muestras control en los
cambios de pH de MMP se muestran en el Cuadro 33, no mostrando diferencias

significativas en comparacion del control.
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Cuadro 33.Valores de probabilidad de pH en MMP durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

Almidoén 0.8665 0.3441 0.1157 0.9817 0.657

CMC 0.9616 0.1013 0.5728 0.872 0.4698

Almidén + CMC 0.8604 0.0445* 0.0745 0.6863 0.1871
*=P £ 0.05

En el Cuadro 34 se muestran la comparacion de medias para cada
tratamiento durante el periodo de almacenamiento. Los recubrimientos mantuvieron
el pH del fruto aproximadamente constante durante los 16 dias de almacenamiento
de 2.20 a 3.80, estos parametros parecen indicar que la actividad metabdlica se
encontraba controlada, por lo que el consumo de azlcares disminuyé manteniendo
mayores contenidos de sélidos solubles y hubo menor utilizacion de &cidos
organicos para la respiracion.

Cuadro 34. Comparacion de medias de pH en MMP durante su almacenamiento.

Dias Almidon CMC Almidén + CMC Control
1 2.77 £0.282 2.84 +£0.292 3.12 £ 0.452 2.95+0.312
4 3.18 +0.282 3.04 £ 0.152 2.95+0.17° 3.43+£0.172
8 3.08 +0.272 3.45+0.702 2.98 £ 0.082 3.80+0.172
12 3.09 £ 0.242 3.14 £ 0.212 2.93 £ 0.032 3.05 £ 0.092
16 2.20 £ 0.502 3.38 £ 0.242 3.62 + 0.552 2.93 £ 0.362

Datos expresados como media + desviaciébn estdndar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

7.2 Segunda Etapa. Estudio del efecto del tamafio de particula de
recubrimientos comestibles

7.2.1 Caracterizacion del tamafio de los RC nivel nano

De acuerdo a los resultados de distribucion de tamafios de las
nanoemulsiones obtenidos en la primera etapa; se procedi6 a preparar las
nanoemulsiones de acuerdo a lo indicado en la seccion 6.3.2.2. La nhanoemulsién
preparada bajo dicho procedimiento se compard con una emulsion que se preparo

por el método de emulsificacion convencional (descrito en la seccion 6.3.2.1).

Los datos de caracterizacién de tamafios y estabilidad de las nhanoemulsiones se

resumen en el Cuadro 35.
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Cuadro 35. Caracterizacion del tamafio y estabilidad de nanoemulsion y emulsion.

Tamafio de  Potencial § indice de
Tratamiento particula (mV) polidispersion
(nm) (IDP)
Nanoemulsion 194 + 16.89 -8.05+1.22 0.25 £ 0.07
Emulsién 1203 £ 35.37 -16.66 = 1.34 0.24 +0.13

En la Figura 19 se presenta la distribucion de tamafio de nanoemulsiéon y
emulsion teniendo un comportamiento monomodal. La nanoemulsion mostré una
mayor dispersion de tamafios (50 a 1000 nm) respecto de la emulsién (1000 a
10,000 nm), es posible que se presentan agregados coloidales de almidén y CMC.
Para la nanoemulsion la moda se ubic6 en 194 nm con una frecuencia de 10% en
tanto que para la emulsion la moda fue de 1203 nm y una frecuencia de 23%. Relkin
et al., (2008) reportaron comportamientos monomodales para nanoemulsiones de

a-tocoferol preparadas por el método de homogenizacién en caliente con tamafio
de particula menores a 200 nm.
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Figura 19. Distribucion de tamafio de particula.
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En cuanto al indice de polidispersion (IPD) se mantuvo en un promedio de
0.24 tanto en la emulsién como en la nanoemulsion. De acuerdo con Awad et al.,
(2008) un IDP = a 0.2 garantiza la estabilidad del sistema ya que disminuye la
probabilidad del cambio del tamafio de particula en corto tiempo. De acuerdo con
estos autores, la dispersion de estos sistemas se encontré en los limites de
estabilidad (0.24-0.25).

Por su parte el potencial ¢, es un factor predictivo de la estabilidad fisica de
una dispersion. Expresa la carga superficial de las particulas en dispersion y
considera los efectos de todos los constituyentes del medio. Cuanto mas alejado se
encuentre de cero, el sistema tendra menos probabilidad de fendmenos de

separacién de fases (agregacion, coalescencia, floculacion, etc.).

Los valores obtenidos en la nanoemulsién fue de -8.05 mV y de la emulsion
de -16.66 mV. De acuerdo con Choi et al., (2011) el parametro predictivo de la
estabilidad de la emulsion es el potencial ¢, o que representa la carga superficial de
las particulas y puede estar relacionado con la probabilidad de coalescencia debido
al efecto de la interaccion de la carga neta. De acuerdo con estos datos las
nanoemulsiones preparadas por estos procedimientos mostraron un tamafo de
particula adecuado pero una baja estabilidad; esto implica que estos sistemas no
deben ser almacenados y deben utilizarse lo mas pronto posible después de su
preparacion.

7.2.1.1 Observacion por microscopia electrénica de barrido de los RC sobre
la superficie de mango minimamente procesado

Un aspecto importante de los sistemas coloidales es su morfologia, en la
Figura 20 (B y C), se observan la morfologia de la emulsion y nanoemulsion
obteniendo una buena homogeneidad e integridad de los sistemas, asi como una

forma esférica de las gotas (Ushikubo y Cunha, 2014). Ademas los resultados se

correlacionan con los tamafios de las particulas obtenidas por la luz de dispersion.

74



También se puede observar en la Figura 20 C que la distribucién de la
nanoemulsién fue mas amplia en la superficie del MMP en comparacién con la

emulsion.

La mayor distribucién facilita la interaccion de la nanoemulsién y el
antioxidante (dl- a-tocoferol) con las moléculas de agua y oxigeno, disminuyendo la

lixiviacién de liquidos y el oscurecimiento.

7kU X118, aea 14m Control

Figura 20. Micrografias SEM del tejido de mango tratado con diferentes
recubrimientos: a) sin recubrimiento, b) emulsién, ¢) nanoemulsion.
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7.2.2 Evolucion del desarrollo de BMA y BAL

La significancia estadistica del efecto de tratamiento-dia en el desarrollo de
BMA'y BAL de MMP durante su almacenamiento a 5 °C se observan en los Cuadros

36y 37, y la dinamica de crecimiento en las Figuras 21y 22.

Cuadro 36. Valores de probabilidad de BMA en MMP durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.9114  0.0124* 0.0010* 0.3235 <0.0001*
Emulsion 0.1323 0.1359 0.9820 0.9963 <0.0001*
CaCl. 0.9845 0.5803 0.0002* 0.9332 0.2621
*=P <0.05

Cuadro 37. Valores de probabilidad de BAL en MMP durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.3501 0.5943 0.0896 0.254 0.0169*
Emulsion 0.7778 0.3958 0.9985 0.551 0.0427*
CaCl. 0.4008 1 0.0896 0.7423 0.8461

*=P <0.05

En los tratamientos-dia se encontré diferencias significativas (p<0.05) en el
desarrollo de BMA en los dias 4, 8 y 16 de almacenamiento de los productos
recubiertos con nanoemulsion y emulsion. En cuanto al crecimiento de BAL
existieron solo diferencias significativas al dia 16 en la nhanoemulsién y emulsién.

Todos los tratamientos tuvieron una carga microbiana inicial de 2.91 a 2.99 log UFC

g™
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Figura 21. Crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL) en MMP, durante su
almacenamiento a 5°C. Letras diferentes por dia indican diferencias significativas
(p<0.05) (Prueba de Dunnett).

Los mangos recubiertos con nanoemulsion fueron los que tuvieron la menor
carga microbiana de todos los tratamientos, teniendo como limite de

comercializacion del dia 12 al 16.
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Figura 22. Crecimiento de bacterias mesofilas aerobias (BMA) en MMP, durante
su almacenamiento a 5°C. Letras diferentes por dia indican diferencias
significativas (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

7.2.3 Analisis sensorial heddnico en el producto

7.2.3.1 Textura
Para evaluar la vida util a partir de cambios sensoriales es necesario

determinar aquellos que son criticos. En este sentido, el andlisis sensorial
descriptivo cuantitativo es uno de los métodos mas utiles, pues permite determinar
la magnitud y el sentido de los cambios sensoriales en funcion del tiempo de
almacenamiento (Sancho et al., 2002). La evaluacién sensorial de los productos se
realiz6 a través de un método afectivo, se aplicd una prueba de nivel de agrado, en
la que se utilizo una escala estructurada de 9 puntos que describe desde un extremo

de agrado hasta un extremo de desagrado (9-1).

En el Cuadro 38 se muestra el analisis estadistico de los cambios de textura
en MMP; no se presentaron diferencias significativas en el transcurso del

almacenamiento.

78



Cuadro 38.Valores de probabilidad en el cambio de textura en MMP recubierto
con nanoemulsion y emulsion durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 8 Dia 16
Nanoemulsién 0.5837 0.6261 0.0375
Emulsion 0.965 0.737 0.0713

*=P <£0.05

De acuerdo con la Figura 23 la textura del mango fue disminuyendo con el
tiempo de almacenamiento. Como se indicé en la seccidn 6.11 de analisis sensorial
heddnico, después de 16 dias de almacenamiento, los cambios de textura percibida
sensorialmente fue calificada como me gusta moderadamente (calificacion de 7) en
las muestras con nanoemulsion y emulsibn en comparacién con las muestras

control que fueron calificadas como no me gusta ni me disgusta (calificacion de 5).

oMNancemulsion mEmulsion = Control

Y
=

Calificacion
%] (%] = (4] on = (] [ds]

=

=

1 8 16
Dias

Figura 23. Analisis sensorial de textura en MMP almacenado a 5 °C.
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Varela y Fiszman et al., (2007) indicaron que el almacenamiento a bajas
temperaturas disminuye significativamente la pérdida de textura, debido a la
reduccion de la actividad de las enzimas pectinmetilesterasas (PME) y
poligalacturonasa (PG) que participan en la eliminacion de las pectinas de la lamina

media.

Estudios previos por Gonzélez-Aguilar et al., (2008), indican que la firmeza
disminuy6 significativamente en tres cultivares de MMP almacenados a 5 °C.
Cienfuegos et al., (2004) y Plotto et al., (2006) también observaron una disminucién
significativa de la firmeza con el transcurso del tiempo en mango de la variedad

“Kent”, que corresponde con el cambio en la textura evaluada sensorialmente.

7.2.3.2 Aroma
Los valores de probabilidad de analisis estadistica general se muestran en el

Cuadro 39. Asi como los cambios registrados durante el periodo de almacenamiento

se muestran en la Figura 24.

Se observaron diferencias significativas en el cambio de aroma del MMP
durante su almacenamiento el dia 8 en la nanoemulsion y emulsion con respecto al
control y el dia 9 solo en el MMP tratado con la nanoemulsion.

Cuadro 39. Valores de probabilidad en el cambio de aroma en MMP recubierto
con nanoemulsion y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 8 Dia 16
Nanoemulsion 0.7495 0.0428* 0.0495*
Emulsion 0.8296 0.0076* 0.6044

*=P < 0.05

En la Figura 24 muestra que después del dia 16 de almacenamiento el
aroma, fue percibido sensorialmente por los panelistas con agrado en la muestra
recubierta con nanoemulsion en comparacion con las muestras control y emulsion

gue fueron calificadas con valores menores.
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Figura 24. Andlisis sensorial aroma en MMP almacenado a 5 °C.

7.2.3.3. Sabor

El andlisis estadistico general de los datos del analisis sensorial con respecto
al sabor mostré los valores de probabilidad registrados en el Cuadro 40, teniendo
diferencias significativas en los dias 8 y 16 en todos los tratamientos respecto al
control.

Cuadro 40. Valores de probabilidad de sabor en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsion durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 8 Dia 16
Nanoemulsién 0.1406 0.0031* 0.0269*
Emulsion 0.2689 0.0153* 0.0327*

*=P <0.05

En la Figura 25 se muestra los cambios de sabor del MMP durante su
almacenamiento, manteniendo en el agrado del consumidor hasta el dia 16, en los
tratamientos de nanoemulsion y emulsién con valores de 6.55 a 7.75 (Me gusta- me
gusta mucho) en comparacién con las muestras control que fueron calificadas con

el valor més bajo con 4.95 (no me gusta ni me disgusta).
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Figura 25. Analisis sensorial sabor en MMP almacenado a 5 °C.

En este estudio se pudo observar que el recubrimiento con nanoemulsion de
almidon y carboximetilcelulosa, no alteran el sabor al producto siendo del agrado

del consumidor.

Esto concuerda con lo reportado por (Kim et al., 2014), quienes evaluaron
una nanoemulsion de cera de carnauba y aceite de limén en uvas, no afectando

significativamente el sabor de los frutos.

7.2.3.4. Aspecto en general
En el Cuadro 41 se resumen la significancia estadistica de la comparacion

de los diferentes recubrimientos evaluados, respecto de las muestras control en el
aspecto general del producto. Mostrando diferencias significativas en el dia 16 en el
tratamiento con la nanoemulsion.

Cuadro 41. Valores de probabilidad de agrado global en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 8 Dia 16
Nanoemulsién 0.6206 0.3259 0.0496*
Emulsion 0.5508 0.0978 0.0606

*=P < 0.05
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La Figura 26 muestra los cambios de esta variable para los distintos
tratamientos evaluados, la mejor calidad visual fue registrada los dias 1y 8 en los
tratamientos de nanoemulsion y emulsion con valores de 7.8 a 7.45, siendo del
agrado del consumidor. A los 16 dias los tratamientos de nanoemulsion y emulsién
permanecieron en el agrado del consumidor por el contrario del control que mostré
una disminucién considerable (5.5), siendo calificada como no me gusta ni me

disgusta.

oNancemulsion mEmulsion @ Control
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=
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Figura 26. Analisis sensorial agrado global en MMP almacenado a 5 °C.

Los cambios aqui observados confirmaron que la apariencia en general y el
color constituyen los cambios sensoriales y fisicoquimicos mas importantes en los
productos minimamente procesados en general y del MMP en particular, debido a
gue se asocian con la frescura del producto (colores vivos y uniformes), y con un
aspecto turgente acompafnado de un brillo caracteristico, como sefalaron (Péneau
et al., 2006).

En la Figura 27 se muestra el aspecto visual para las muestras al inicio y final

del almacenamiento.
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Figura 27. Calidad visual de MMP almacenado a 5 °C.

Es importante destacar que otro factor que ayudd a que la utilizacion del
recubrimiento no afectara la apariencia de las muestras es el hecho que los
recubrimientos a base de almidén son insipidos, inodoros y transparentes, por lo
tanto no cambian el sabor, aroma o apariencia del producto (Chiumarelli et al.,
2010). La apariencia es un criterio muy importante para determinar la aceptabilidad

de los productos.

Esta es utilizada como un indicador de frescura y calidad en los productos
minimamente procesado tanto en la investigacion cientifica como en la industria
(Djioua et al., 2009).
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7.2.4 Cambios objetivos de textura

La pérdida de firmeza es determinante en productos vegetales minimamente
procesado debido a que los consumidores asocian directamente la textura con la
frescura del tejido vegetal, por lo que una apariencia blanda puede incremente el
rechazo del producto (Rico et al.,, 2007). En este ensayo se aplic6 como pre-
tratamiento CacClz; sin embargo se evalu6 MMP sin aplicacion de este, el cual se
consideré como control sin tratamientos. El CaClz se usa de manera cotidiana en la
industria de alimentos para mejorar la textura de frutas y vegetales enteros y
minimamente procesados (Rico et al., 2007), de ahi la importancia de evaluar su

efecto individual.

En el Cuadro 42 se muestra los valores del analisis estadistico, no mostrando

diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 42. Valores de probabilidad de firmeza en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.7822 0.1273 0.424 0.0552 0.6537
Emulsion 0.9791 0.8712 0.9246 0.3693 0.9993
CaCl> 0.9467 0.5561 0.526 0.1417 0.6537

*=P <0.05

En la Figura 28 se muestra la tendencia de la textura para todos los
tratamientos. Se observa una mejor firmeza en el MMP con 1% CaClz comparado
con el control y una sinergia en el recubrimiento en forma de nanoemulsion; y
aungue el MMP tratado con emulsion presenté una mejor firmeza que el control,
esta fue menor a la nanoemulsion. Se considera que el calcio fue incorporado a los
tejido del producto teniendo un efecto importante y positivo sobre los valores de
firmeza en el MMP, tal como lo report6 Garcia et al., (1998) quienes mencionan que
el calcio mantiene la calidad de la textura de los productos ya que los iones de calcio
forman enlaces cruzados o puentes entre los grupos carboxilo libre de las cadenas

de proteinas, lo que resulta en el fortalecimiento de la pared celular.
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Figura 28. Evolucion de la firmeza de MMP, durante su almacenamiento a 5°C.

Esto concuerda con lo reportado por Gonzalez-Aguilar et al., (2008) quienes
indicaron una disminucion significativa en la firmeza de cubos de mango de los
cultivares “Ataulfo”, “Kent” y “Keiit”, durante el almacenamiento a 5 °C. De acuerdo
con Martinez-Ferrer et al., (2002), la pérdida de firmeza observada en frutos
precortados de pifia y mango, se debe a varios factores como pérdida de turgencia
celular, pérdida de aire extracelular y vascular, y degradacién de los constituyentes

de la pared celular.

De acuerdo con lo reportado por Sarzi de Souza et al., (2006) el tratamiento
con calcio aumenta la firmeza inicial de los cubos de mango en los 3 primeros dias
de almacenamiento comportamiento que va disminuyendo. Robles-Sanchez et al.,
(2009), encontraron en los recubrimientos comestibles un efecto similar en

manzanas, reportando que este ayuda a evitar el deterioro de la firmeza.
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Por otra parte la heterogeneidad en los frutos y la falta de uniformidad en la
estructura interna del material biol6gico provocada por la dificultad de homogenizar
inicialmente en la experimentacion frutos con idéntico grado de maduracion,
promueve desviaciones en los valores de firmeza en diferentes materias primas de
origen bioldgico (Chiumarelli et al., 2011; Chiumarelli y Hubinger, 2012), esto puede

explicar en parte la desuniformidad en los valores graficados en la Figura 31.

Gonzalez-Aguilar et al., (2009) también observo la pérdida de firmeza en
papaya minimamente procesada recubierta con quitosano. Sin embargo, Ribeiro et
al., (2007) mencioné que existian diferencias significativas entre fresas sin
recubrimiento y con recubrimiento con 2 % de almidén de maiz al final de su vida
de anaquel. Fontes et al., (2008) estudiaron manzanas minimamente procesadas
recubiertas con alginato de sodio y almidon de yuca, observando que mantiene una
mayor firmeza, atribuyendo a las sales de calcio, ya que forma complejos con la
pectina de la pared celular, mejorando la integridad celular y promueve una mayor

firmeza en los tejidos.

7.2.5 Cambios objetivos de color

Los resultados corresponden con los cambios observados en los
componentes del color. En los Cuadros 43 y 44 se muestran los analisis estadisticos
de los valores de L* y del angulo matiz (Hue) respectivamente, observando
diferencias significativas en los valores de L* en los dias 1 y 12 en la emulsion y
nanoemulsion respectivamente, por el contrario en los valores de Hue, no se

presentaron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos.
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Cuadro 43. Valores de probabilidad de luminosidad en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.0278* 0.4797 0.9951 0.1198 0.8216
Emulsion 0.8906 0.9893 0.537 0.0281* 0.5388
CaClz 0.3091 0.4928 0.87 0.2758 0.3415

*=P < 0.05

Cuadro 44. Valores de probabilidad de Hue en MMP recubierto con nanoemulsion
y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.8191 0.976 0.5729 0.6271 0.0743
Emulsion 0.9819 0.661 0.1388 0.3156 0.0515
CaCl> 0.3898 0.9597 0.7159 0.9863 0.2757

*=P £ 0.05

En los Cuadros 45 y 46 se muestras los resultados de comparacion de
medias para cada tratamiento durante el periodo de almacenamiento, de los valores
de L* y Hue, respectivamente.

Cuadro 45. Comparacion de medias de luminosidad en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsion Emulsién CaCl2 Control
1 63.90 + 1.76° 68.42 +2.782 66.67 + 1.662 69.37 +1.782
4 63.81 + 2.692 68.19 + 1.322 71.09 £ 1.672 67.48 £ 6.192
8 67.16 + 5.332 71.11 + 2.852 69.49 + 1.412 67.70 £ 3.492
12 70.52 £ 3.032 71.96 + 1.31P 69.66 + 0.982 67.14 £ 1.082
16 66.20 + 3.832 67.37 +1.482 68.33 + 4.162 64.40 £ 2.102

Datos expresados como media

+ desviacion estandar.

Experimentos con tres

determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).
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Cuadro 46. Comparacion de medias de Hue en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsion Emulsién CaCl> Control
1 79.33 £ 1.412 80.45 £ 1.152 78.53 £ 0.622 80.12 +1.892
4 79.68 + 1.042 80.65 + 0.952 80.21 + 0.852 79.91 £ 0.812
8 80.12 £1.702 81.25 + 1.072 78.03 + 1.442 78.96 + 0.682
12 79.89 + 2.612 80.62 + 0.452 75.27 + 0.902 78.60 + 1.272
16 79.64 £ 0.312 79.79 £ 0.862 79.09 £ 0.702 78.05 £ 0.942

Datos expresados como media = desviacibn estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

El valor L* se mantuvo constante durante el almacenamiento, en todos los
tratamientos, lo que concuerda con resultados obtenido en cubos de mango de los

cultivares “Keitt”,
2008).

Kent” y “Ataulfo” conservados a 5 °C (Gonzalez-Aguilar et al.,

Resultados similares fueron obtenidos por Rattanapanone et al., (2001) en
mango minimamente procesado de los cultivares “Kent” y “Tommy Atkins”
almacenados a temperatura ambiente. De acuerdo con Gonzalez-Aguilar et al.,
(2004), el valor L* es considerado un indicador de la frescura del producto, donde
un valor alto de L* en frutos minimamente procesados se relaciona con una buena
apariencia, mientras que valores bajos pueden indicar oscurecimiento en frutos

como el mango (Gonzalez-Aguilar et al., 2000; Gonzalez-Aguilar et al., 2004).

En el Cuadro 46 se presentan los cambios de tonalidad (Hue) del MMP
durante el almacenamiento. En general los tratamientos con recubrimientos
comestibles no cambiaron en los resultados de color, esto indica que la utilizacion
del recubrimiento no afecto significativamente los cambios de color del mango,

contrario con lo que se encontro con el mango cortado sin recubrimiento comestible.

Los caracteres derivados C* y Hue indican la intensidad o saturacion del color
y el color verdadero, respectivamente. Asi, la disminucién de C* indica una menor
saturacion del color amarillo caracteristico del MMP, y la disminucién en Hue una

variacion del color hacia un amarillo mas claro.
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En relacion con el angulo de matiz (Hue), Gonzalez-Aguilar et al., (2008)
indicaron que en mango el cambio de Hue estd determinado por una baja
temperatura de almacenamiento y el cultivar. La baja temperatura reduce la
actividad de las polifenoloxidasas involucradas en este tipo de deterioro indeseable,
y las diferencias entre las variedades de mango en contenido de azucares, acidos
organicos, vitamina C, carotenoides y polifenoles, determinan las diferencias en

susceptibilidad al oscurecimiento (Gonzélez-Aguilar et al., 2008).

Robles et al., (2013), encontraron en cubos de mango de la variedad “Kent”
buenos resultados en los pardmetros de color, utilizando recubrimiento comestible
con antioxidantes, al final del almacenamiento las muestras con recubrimiento solo
perdieron 2.5 %de su valor inicial de L* en comparacion con una pérdida del 7% en

las muestras que no tienen recubrimiento comestible.

Debido a que los recubrimientos comestibles a base de polisacaridos como
el almidén son una buena barrera a los gases, con su utilizacién se logra disminuir
la tasa de respiracion y las actividades metabdlicas, logrando asi un retraso efectivo
en el oscurecimiento. Segun Lee et al.,, (2003), el uso de polisacaridos y
antioxidantes en recubrimientos retrasa el oscurecimiento y cambios de color en

manzanas minimamente procesadas.

Fontes et al., (2008) comprobaron que un recubrimiento de almidén de yuca
fue eficiente para preservar el color determinado por los valores de L* en su

almacenamiento en manzanas minimamente procesadas.

Rojas-Grau et al., (2009) obtuvieron un comportamiento similar al ocurrido en
este estudio, ellos comprobaron que las peras “Flor de Invierno” minimamente
procesadas tratadas con antioxidantes (N-acetil cisteina y glutation 'y
recubrimientos (gelana, pectina y alginato) presentaron valores de Hue mayores

que las muestras sin recubrir al final del almacenamiento.
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7.2.6 Cambios en las caracteristicas fisico quimicas del producto

7.2.6.1 Cambios en el contenido de Solidos Solubles Totales
El contenido de SST no presentaron diferencias estadisticas significativas

(Cuadro 47); los valores variaron en un rango de 9.17 a 11.17 observandose una
ligera tendencia de incremento (Cuadro 48); lo anterior puede estar relacionado con
el aumento de la actividad metabdlica del producto debido a la demanda de sintesis
de metabolitos involucrados en el proceso de cicatrizacion del tejido dafiado asi
como en el sistema de defensa frente a la presencia de patdgenos, en este proceso
el almidén, propio del producto, puede ser transformado en azucares (Cemerolu et
al., 2001) que da como resultado un mayor contenido de SST.

Cuadro 47. Valores de probabilidad de SST en MMP recubierto con nanoemulsion
y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.9333 0.9998 0.7235 0.9547 0.9632
Emulsion 0.6784 1 0.4596 0.0517 0.7943
CaCl. 0.9333 0.9943 0.4596 0.7581 0.561

*=P <0.05

Cuadro 48. Comparacién de medias de SST en MMP recubierto con
nanoemulsion y emulsién durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsion Emulsién CaCl2 Control
1 10.00 + 1.442 9.67 £ 0.762 10.00 + 0.402 10.33 £ 0.422
4 10.23 + 1.542 10.17 £ 0.292 10.37 £ 1.312 10.17 + 1.442
8 9.50 £ 0.872 9.17 £ 0.292 9.17 £1.042 10.17 £1.262
12 10.33 £ 0.292 9.33+0.762 10.17 £ 0.292 10.50 + 0.502
16 10.50 + 0.502 11.00 £ 0.872 11.17 £0.292 10.67 £ 0.292

Datos expresados como media + desviacidon estandar. Experimentos con tres determinaciones
independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Dunnett).

7.2.6.3 Cambios en la acidez titulable

En cuanto al porcentaje en el contenido de &cido citrico existieron diferencias
estadisticas significativas solamente en el dia 1 (Cuadro 49). Encontrandose en un

rango durante todo el almacenamiento de 1.26 a 1.83% (Cuadro 50).
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Cuadro 49. Valores de probabilidad de acidez titulable en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.0001*  0.3007 0.7417 0.5328 0.0538
Emulsion 0.0372* 0.8948 0.9506 0.5964 0.2381
CaCl. 0.0005* 0.29 0.045 0.9983 0.0359*

*=P <0.05

Cuadro 50. Comparacion de medias de % acidez titulable en MMP recubierto con
nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsion Emulsién CaCl> Control
1 1.26 + 0.03° 1.43 + 0.05° 1.37 £ 0.03° 1.54 + 0.052
4 1.18 + 0.092 1.31 +£0.162 1.18 £ 0.202 1.38 +£ 0.142
8 1.66 £0.112 1.62 £0.152 1.83 + 0.062 1.59 + 0.052
12 1.33 £ 0.262 1.62 + 0.152 1.47 £ 0.062 1.48 + 0.052
16 1.38 £ 0.092 1.50 £ 0.062 1.35 +0.082 1.72 £ 0.262

Datos expresados como media + desviacion estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Dunnett).

7.2.6.4 Cambios en el pH

En el Cuadro 51 se presenta la significancia estadistica de la comparacién
de los diferentes recubrimientos evaluados, respecto a las muestras control no
tratado, observandose una diferencia significativa en el dia 16 en MMP recubierto

con emulsion.

El pH de las muestras tratadas se mantuvo constante durante su
almacenamiento con valores de 3.08 a 3.33 (Cuadro 52). Estos resultados
concuerdan con lo encontrado por Siddiq et al., (2013) en mango de la variedad
“Tommy Atkins” tratados con soluciones acido ascorbico, acido citrico y cloruro de

calcio con valores de 3.1 a 3.4
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Cuadro 51. Valores de probabilidad de pH en MMP recubierto con nanoemulsion y
emulsion durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.3284 0.17 0.6722 0.3486 0.2184
Emulsion 0.653 0.7148 0.3873 0.1072 0.0089*
CaClz 0.4222 0.3392 0.6928 0.66 0.0552

*=P < 0.05

Cuadro 52. Comparacion de medias de pH en MMP recubierto con nanoemulsién
y emulsién durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsion Emulsién CaCl> Control
1 3.22 £ 0.042 3.20 £ 0.072 3.21 £ 0.022 3.17 £ 0.012
4 3.29 £ 0.072 3.22 +£0.102 3.08 £ 0.072 3.17 £ 0.032
8 3.16 + 0.142 3.11 + 0.092 3.16 £ 0.162 3.25 + 0.092
12 3.17 £ 0.042 3.13 £ 0.092 3.20 £ 0.052 3.24 £ 0.052
16 3.22 £ 0.042 3.33+0.08° 3.27 £0.032 3.13 + 0.082

Datos expresados como media + desviacién estandar. Experimentos con tres determinaciones
independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Dunnett).

7.2.7 Efecto de los tratamientos sobre la actividad enzimatica y la produccion
de fenoles totales en mango minimamente procesado.

7.2.7.1 Cambios en la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
El andlisis estadistico de los datos de la actividad de la enzima PAL mostro

los valores de probabilidad sefialados en el Cuadro 53, observandose diferencias
en el dia 16 de almacenamiento en los tratamientos de emulsion y hanoemulsién

Cuadro 53. Valores de probabilidad de actividad enzimatica de PAL en MMP
recubierto con nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1l Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.998 0.7195 0.0508 0.4925 0.0060*
Emulsion 0.0503 0.0180* 0.4715 0.9827 0.0010*
CaClz 0.8511 0.4719 0.1578 0.9856 0.1971

*=P <0.05
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En el Cuadro 54 se muestra la comparacion de medias de los diferentes

tratamientos evaluados. La actividad de PAL disminuy0 tanto en el control como en

los tratamientos durante los primeros 4 dias y posteriormente se mantuvo constante

durante el almacenamiento. En ambos tratamientos los valores de PAL al final del

almacenamiento fueron inferiores que los valores iniciales (Figura 29).

Cuadro 54. Comparacion de medias de la actividad de PAL en MMP recubierto

con nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Dias

Nanoemulsién

Emulsién

CaCl2

Control

1
4
8
12
16

0.1219 + 0.0242
0.0117 + 0.0032
0.0083 + 0.0032
0.0220 + 0.0072
0.0434 + 0.0032

0.1605 + 0.0152
0.0128 + 0.0052
0.0158 + 0.0052
0.0135 + 0.0072
0.0102 + 0.003P

0.1292 + 0.012
0.0128 + 0.002
0.0117+ 0.0082
0.0135+ 0.0082
0.0102 + 0.0032

0.1199 + 0.0162
0.0094 + 0.003%
0.0224 + 0.0082
0.0151 + 0.0042
0.0204 + 0.0162

Datos expresados como media + desviacién estandar. Experimentos con tres determinaciones
independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Dunnett).

0.2000
S 0.1800
w0
p
& 01600
1=

=
T 0.1400

[=2]
201200 l
o

£ 0.1000

=

= 0.0800
0
E&mm
§ 0.0400

©
‘® 0.0200
=]

0.0000

Nanoemulsion

Emulsion =—4=CaCl2

H

Control

| W

H o H—

4 8

Dias

12

16

Figura 29. Actividad fenilalanin amonio liasa en mango minimamente procesada
durante su almacenamiento a 5 °C.
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Choi et al., (2005) y Hisaminato et al., (2014) mencionaron que la actividad
de la PAL se ve incrementada considerablemente en aquellos frutos que han tenido
heridas como las que presentan los productos minimamente procesados durante su
transformacion, siendo un factor importante a controlar con la finalidad de limitar el

oscurecimiento enzimaticos e incrementar la vida Gtil del fruto.

Charles et al., (2013) reportaron en mango cv. “Ataulfo” con tratamiento de
pulsos eléctrico un decremento en la actividad de PAL tanto en el control como en
el tratamiento de pulsos eléctricos durante los 2 primeros dias de almacenamiento
y posteriormente se fue manteniendo constante, lo cual coincide con lo encontrado
en nuestro experimento, proponiendo que no existe ninguna correlacion entre el

color y la actividad del fruto.

De acuerdo con Choi et al., (2005), los fenoles resultantes de la actividad de
PAL son retenidos en las vacuolas y participan en las reacciones de oscurecimiento
solo cuando la alteracion de las membranas permite a los sustratos mezclarse con

las enzimas.

Zambrano-Zaragoza et al., (2014 a, b) reportaron que los recubrimientos
manometricos con dl-a-tocoferol no permiten modificaciones en la membrana
celular de tal forma que la accion del antioxidante es efectiva para la estabilidad
celular, aunado a la distribucién homogénea de los sistemas de talla submicrénica

en la superficie del fruto.

7.2.7.2 Cambios en la actividad enzimaticas de la polifenol oxidasa (PPO)

La actividad de esta enzima no mostro diferencias significativas en ninguno
de los tratamientos (Cuadro 55). Los menores valores de la actividad se registraron
al cuarto dia de almacenamiento (5.37 Unidades PPO/g tejido fresco) mientras que
los valores mas altos se registraron a los 16 dias de almacenamiento (222.67
Unidades PPO/q tejido fresco) (Cuadro 56).
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Cuadro 55. Valores de probabilidad de actividad enzimatica de PPO en MMP
recubierto con nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.6519  0.92092 1.000 0.2069 0.0012*
Emulsion 0.3428 0.8762 0.0836 0.1225 0.0912
CaCl. 0.9665 0.6209 0.9994 0.4216 0.3383

*=P <0.05

Cuadro 56. Comparacién de medias de la actividad de PPO en MMP recubierto
con nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsién Emulsién CaCl> Control
1 60.47 + 42.562 81.30 + 80.462 9.87 +£ 10.602 23.53 + 0.42°
4 14.10 + 10.232 7.83 £ 4.26% 5.37 £+ 6.812 11.23 + 4.802
8 18.70 + 6.342 60.87 + 38.832 17.37 +5.822 18.90 + 8.052
12 13.63 +1.462 11.30 +4.732 17.07 + 10.542 25.97 £ 10.672
16 222.67 £51.332 125.67 + 4.93 98.00 + 46.682 51.33 £ 23.972

Datos expresados como media + desviacién estandar. Experimentos con tres determinaciones
independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Dunnett).

La Figura 30 muestra los cambios en la actividad total de esta enzima
observdndose una tendencia mayor de actividad en muestras tratadas con

nanoemulsion.
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Figura 30. Cambios en la actividad de la polifenol oxidasa (PPO).
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El incremento en la actividad de PPO puede estar relacionado a la sintesis
de novo de la enzima o a la activacion de una forma previamente inactiva
incrementando o manteniendo el contenido de proteina en el extracto (Aquino-
Bolafios and Mercado-Silva, 2004).

La actividad de la PPO tiene un papel importante en la oxidacion de
compuestos fendlicos para dar lugar a quinonas que simultineamente se puede

polimerizar generando pigmentos oscuros en los tejidos

Zambrano-Zaragoza et al., (2014b) observaron una mayor actividad de PPO
en manzanas minimamente procesados recubiertas con nanoemulsion de goma
xantana y dl-a-tocoferol. Para que se lleve a cabo la reaccién de la PPO es
necesaria cierta cantidad de agua (Robb, 1995), por lo que el acetato de dl-a-
tocoferol no puede inhibir la enzima PPO ya que es un compuesto hidrofébico, sin
embargo, este puede interactuar con los productos de reaccion de la PPO

inhibiendo asi el oscurecimiento enzimatico.

El aumento de la actividad de la PPO en comparacion con el control podria

ser un indicativo del estrés oxidativo en los tejidos vegetales.

7.2.7.3 Cambios en el contenido de fenoles totales

En el Cuadro 57 se muestran el analisis estadistico del contenido de fenoles,
de los tratamientos evaluados en MMP, se observaron diferencias estadisticas en
los dias 12 y 16 en los tratamientos de nanoemulsion y emulsion respecto al control.

Cuadro 57. Valores de probabilidad del contenido de fenoles totales en MMP
recubierto con nanoemulsién y emulsién durante su almacenamiento.

Tratamiento*Dias Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Nanoemulsién 0.8123 0.2517 0.0166* 0.0343* 0.0088*
Emulsion 0.0024*  0.2521 0.0554 0.0006* 0.0050*
CaCl. 0.8123 0.9367 0.9999 0.4975 0.1565

*=P <0.05
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En el Cuadro 58 se muestra los valores de comparacion de medias del
contenido de compuestos fendlicos, de los diferentes tratamientos evaluados. El
contenido de compuestos fendlicos se encontraron 87.67 a 216.65 mg de &cido
gdalico/g tejido fresco al dia 1 de almacenamiento, teniendo una tendencia a
aumentar en todos los tratamientos. Esto concuerda con (Robles-Sanchez et al.,
2009) quienes trataron MMP con &cido citrico, acido ascorbico y cloruro de calcio
mostrando valores méas altos que el control. Los contenidos méas altos de
compuestos fendlicos pueden contribuir a mejor la actividad antioxidante (Gonzalez-
Aguilar et al., 2007).

Cuadro 58.Comparacion de medias del contenido de compuestos fendlicos en
MMP recubierto con nanoemulsion y emulsion durante su almacenamiento.

Dias Nanoemulsion Emulsién CaCl2 Control

1 334.30 = 76.742 478.41 + 28.15° 278.99 = 74.052 245.87 £19.182
4 503.08 + 149.402 502.96 +106.272  371.76 £51.672  325.37 + 154.792
8 352.67 £ 9.87° 333.84 + 44.65 270.76 + 16.682 269.82 + 16.892
12 433.06 + 76.06° 578.86 + 39.52° 233.49 £ 11.722 290.11 + 70.642
16 522.41 + 66.66"° 546.51 + 77.04° 412.31 + 67.312 295.37 + 59.632

Datos expresados como media + desviacion estandar. Experimentos con tres determinaciones
independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Dunnett).

La Figura 31 muestra el comportamiento del contenido de fenoles totales
expresado en funcién al contenido equivales de &cido gélico de las muestras
evaluadas, monitoreadas durante 16 dias de almacenamiento a temperatura de 5
°C.
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Figura 31. Cambio en el contenido de fenoles totales en MMP almacenado a 5 °C.

El almacenamiento a bajas temperaturas no afectd significativamente
(p<0.05) en el contenido de compuestos fendlicos ya sea en mangos tratados y no
tratados (Cuadro 61).

Las variaciones observadas en MMP con la nanoemulsién y emulsion puede
ser atribuidas a la presencia de los surfactantes Tween®80 y Span®80
(ingredientes estabilizantes incluidos en la formulacion de cada uno, ya que estos
estabilizantes tienen un efecto sobre las membranas celulares adyacentes que
provocan la liberacion de polifenoles y por ende este se cuantifica como un
incremento (Sapers et al., 1989). Los mangos tratados con nanoemulsion y
emulsién mostraron un incremento en el contenido de polifenoles totales después
de 12 dias de almacenamiento, mostrandose pocas variaciones al final del mismo

almacenamiento.

Los resultados de este estudio concuerdan con lo observado por (Gonzalez-
Aguilar et al., (2000) quienes mostraron un aumento en fenoles totales en mango

minimamente procesado tratado con UV-C.
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VIIl. CONCLUSIONES

La estabilidad de las nanoemulsiones no permite almacenar estos sistemas y
por tanto se deben utilizar lo mas pronto posible en el alimento que se pretende

cubrir.

La aplicacion de ultra homogenizacion y altas presiones en la preparacion de los
RC permite un tamafio de particula mucho méas pequefio y homogéneo lo que
ademas permitié que la distribucion de la fase dispersa en los trozos de fruta sea

mas amplio y por ellos sus efectos sean también mas amplios.

La aplicacién de RC a base de Ay A+CMC permitié reducir la tasa de crecimiento
de BMA y BAL. Este aspecto fue mas notorio cuando estos RC se aplicaron en

forma de nanoemulsiones de menor tamafio de particula.

El uso de nanoemulsiones constituye un nuevo enfoque de conservacion para
frutas minimamente procesadas ya que pueden ser buenos portadores de agentes
conservantes, ademas de ser una alternativa de envasado natural y biodegradable,
lo que lo convierte en una técnica innovadora para la conservacion de la calidad y

extension de la vida util de este tipo de alimento.

El uso de nanoemulsiones sobre las caracteristicas sensoriales de frutas
minimamente procesadas no provoca disminucién en el nivel de aceptacion de los

consumidores.
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ANEXOS

Tabla de Abreviaturas generales

h Hora

pL Microlitros

°C Grado centigrado

mg  Miligramo

mL  mililitro

Log Logaritmo base 10

Nm  Nanometro

UFC Unidades formadoras de colonias

MRS Agar de Man-Rogosa Sharp
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APENDICE

Apéndice 1. Curva estandar de calibracion para determinar la actividad de PAL

y = 0.2546x + 0.0032
0.25 R%=0.9961

~

Mmoles acido
transcinamico/mL

0 02 04 06 0.8 1 1.2
Absorbancia

Apéndice 2. Curva estandar de calibracién para determinar el contenido de
fenoles.
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Apéndice 2. Formato de evaluacion sensorial
EVALUACION SENSORIAL DE MANGO MINIMAMENTE PROCESADO

Sexo:M ()F () Edad:
Fecha:

Instrucciones

Pruebe en el orden presentado, las cuales deben probar una a la vez y marque con
una x el lugar que con mayor exactitud interprete la magnitud de agrado o desagrado
que le producen las muestras.

Categoria Aroma Textura Sabor Agrado global

501 | 654 | 3211501 | 654 | 321|501 | 654 | 321]]501

654

321

Me gusta extremadamente

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta levemente

No me gusta ni me disgusta

Me disgusta levemente

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta
extremadamente

Observaciones:
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