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| RESUMEN

El derivado mas importante de los desechos de camarédn es la Quitina, esta es
tradicionalmente obtenida mediante un proceso termoquimico, en donde se utilizan
grandes volumenes de reactivos y agua, un método alternativo que se ha reportado es
un proceso bioldgico-quimico, en donde se utiliza fermentacion lactica que reduce el
consumo de agua, energia y reactivos. La Quitina es precursora de otro biopolimero
de gran interés en la industria, llamado Quitosano. En los ultimos afios se ha estudiado
el efecto de cubiertas a partir de dicho biopolimero (Quitosano) en distintos frutos,
como papaya. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto de cubiertas
de Quitosano obtenidas por medio del proceso biolégico-quimico de cabezas de
camaron de desecho empleando condiciones optimizadas de fermentacion &cido-
lactica, sobre el comportamiento poscosecha y la inhibicion de microorganismos en
papaya procesada minimamente. Para llevar a cabo la optimizacion del proceso de
fermentacién se selecciond un disefio experimental central compuesto rotable de la
metodologia de superficie de respuesta. Se utilizé suero de leche, asi como melaza de
cafia para realizar la fermentacion, la cual se llevé a cabo en un reactor por lotes. Se
mantuvo relacion peso/volumen de 1/5. Las variables de proceso fueron tiempo de
fermentacion (t, h) y concentracion de sacarosa (C, °Brix) presente en la melaza. La
Quitina parcialmente purificada producto de la fermentacion fue sometida a tratamiento
quimico moderado, utilizando NaOH 1M en una proporcion 1/10 (p/v) para
desproteinizar, HCI 1N en relacion 1/10 (v/v) para desmineralizar e Hipoclorito de Sodio
al 10% en una proporcion 1/10 (v/v) para despigmentar, con lo cual se obtuvo Quitina.
Esta fue tratada con NaOH en proporcion 1/15 (p/v) a 115 °C durante 4 horas para

desacetilar y obtener Quitosano. Las variables de respuesta empleadas para optimizar
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fueron las siguientes propiedades del Quitosano obtenido: contenido de cenizas,
rendimiento y grado de desacetilacion (GD). Se utilizo la técnica de superposicion de
graficas de contornos para la optimizacion del proceso. La combinacion optima de
variables de proceso para producir Quitosano con valores altos de rendimiento y grado
de desacetilacion, y valores bajos de cenizas fue: tiempo de fermentacion (t)= 108 h
/concentracion de azucar (C)= 8.74%. Los valores predichos de cenizas, rendimiento
y grado de desacetilacion fueron 0.29%, 2.02% y 86.30%, respectivamente. Los
valores experimentales de cenizas, rendimiento y grado de desacetilacion del
Quitosano obtenido con condiciones 6ptimas (0.23%, 2.03% y 83%, respectivamente)
fueron similares a los valores predichos, mencionados anteriormente. El Quitosano
optimizado fue aplicado en papaya procesada minimamente. Los frutos fueron
previamente pelados, rebanados y a su vez divididos en tres lotes, uno fue sumergido
en solucion de Quitosano comercial (Quit Com), otro en solucion de Quitosano
optimizado (Quit Opt) y el tercero en agua (Control), los cuales se almacenaron a 5°C
por 10 dias. Cada 2 dias se evalud el color de la pulpa, la firmeza, el pH, la acidez
titulable y la concentracién de soélidos solubles totales, mientras que el contenido
microbiolégico (mesdfilos, psicrofilos, hongos y levaduras) se evalu6 cada 5 dias. El
tratamiento con Quitosano optimizado retardé la perdida de color y acidez titulable, el
crecimiento de bacterias mesdfilas y psicréfilas, hongos y levaduras, y aument6 el pH
de rebanadas de papaya procesadas minimamente y no presento diferencias
significativas con el Quitosano comercial. Con base a los resultados obtenidos en este
trabajo, el tratamiento con Quitosano optimizado podria aplicarse en otros frutos como
recubrimiento para mantener sus caracteristicas de calidad y retardar el crecimiento

microbiano durante el almacenamiento de los frutos procesados minimamente.
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ABSTRACT

The most important derived from shrimp waste is Chitin, this is traditionally obtained
by a thermochemical process, large volumes of water and reagents are used, an
alternative method has been reported is a biological-chemical process, in which lactic
acid fermentation reduces the consumption of water, energy and reagents. Chitin is a
precursor of another biopolymer with great interest in the industry, called Chitosan,
which has interesting properties and applications. In recent years, has been studied the
effect of coatings of Chitosan in fruits, such as papaya. The objective of this work is
study the effect of Chitosan coatings obtained from biological-chemical process of
waste shrimp heads using optimized lactic acid fermentation conditions on postharvest
behavior and inhibition of microorganisms in minimally processed papaya. To perform
the optimization of the fermentation process a central rotatable experimental design of
response surface methodology was selected. Whey and molasses was used for
fermentation, which is carried out in a batch reactor maintained 1/5 weight/volume ratio.
Process variables were fermentation time (f, h) and concentration of sucrose (C, °Brix)
present in molasses. Fermentation product Chitin partially purified was subjected to
chemical treatment using 1 M NaOH in 1/10 (w/v) ratio for desproteination, 1 N HCI in
1/10 (w/v) ratio to demineralize and 10% sodium hypochlorite in 1/10 (v/v) for
despigmenting, and Chitin was obtained. Chitin subsequently was treated with NaOH
in 1/15 (w/v) ratio at 115°C for 4 hours to obtain Chitosan. The response variables used
to optimize were the following properties of Chitosan obtained: ash content, yield and
deacetylation degree (DD). Contour graphics overlay technique was used for
optimization process. The optimal combination of process variables to produce

Chitosan with high yield and deacetylation degree, and low ash values were:
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fermentation time (t) = 108 h/sugar concentration (C) = 8.74%. Experimental values of
ash, yield and deacetylation degree of Chitosan obtained with optimal conditions
(0.23%, 2.03% and 83%, respectively) were similar to the predicted values previously
reported. Optimized Chitosan was applied in minimally processed papaya. The fruits
were peeled, sliced and divided in three lots, one was immersed in commercial
Chitosan (Quit Com) solution, another with optimized Chitosan (Quit Opt) solution and
third in distilled water (Control), and then were stored at 5°C for 10 days. Every 2 days
was evaluated the color pulp, firmness, pH, titratle acidity and total soluble solids
concentration, and microbial content (mesophilic, psychrophilic, fungi and yeasts) was
assessed every 5 days. Chitosan optimized treatment decreased the loss of color and
acidity, the growth of mesophilic and psychrophilic bacteria, fungi and yeasts, and
increased the pH of minimally processed papaya slices and no significant differences
with the commercial Chitosan. Based on the results obtained in this study, treatment
with optimized Chitosan could be applied in other fruits as a coating to maintain its
quality characteristics and inhibit microbial growth during storage of minimally

processed fruits.



Il INTRODUCCION

Debido a que los consumidores son cada vez mas conscientes de la relacion entre
la dieta y la salud, el consumo de alimentos de origen marino ha estado creciendo
continuamente. Los consumidores identifican mariscos como alimentos nutritivos y
completos. Por lo tanto, se les percibe como una excelente fuente de proteinas y
lipidos de alta calidad, conteniendo ademas presentan cantidades importantes de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Estos compuestos son bien conocidos por
contribuir a la mejora de la salud humana a través de diferentes mecanismos,
coadyuvando a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, enfermedades
coronarias, hipertension. Ademas, los alimentos de origen marino son facilmente
digeridos y constituyen una excelente fuente de minerales esenciales. Recientemente
los mariscos han sido reconocidos como productos nutracéuticos o alimentos
funcionales. Los alimentos funcionales, primero identificados en Japén en 1980, se
definen como alimentos que demuestran un efecto beneficioso sobre una 0 mas
funciones especificas del organismo humano (Ross 2000). Alimentos funcionales o
nutracéuticos basados en alimentos marinos, incluyen acidos grasos omega-3,
hidrolizados de proteinas de pescado, algas constituyentes, carotenoides,
antioxidantes, espina de pescado, cartilago de tiburdn, taurina, compuestos bioactivos,
Quitina y Quitosano (Alishahi y Aider 2012).

El aumento en la distribucion y consumo de mariscos en afos recientes conlleva
a un aumento en la cantidad de desechos producidos. La composicion de estos
desechos varia con la especie, pero en general contienen: Quitina, proteinas, sales

minerales, pigmentos y lipidos (Franco 2010). La Quitina ademas de formar parte de



la estructura de crustaceos y artropodos, esta presente en la pared celular de hongos
y levaduras; es el segundo polimero mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa (Ahmed y col 2014). En las cuticulas de los crustaceos, la Quitina se
encuentra fuertemente asociada con sales inorganicas, tales como carbonato de
calcio, proteinas, pigmentos y lipidos. De ahi que el proceso convencional utilizado en
la industria para la obtencidn de Quitina a partir de esqueletos de crustaceos, consiste
en una desproteinizacion con alcali, seguida de una desmineralizacién con acidos
diluidos y finalmente, la eliminacion de lipidos con solventes organicos (Juarez 2012).

Los métodos convencionales empleados para la obtencion de la Quitina requieren
el consumo de grandes cantidades de reactivos y agua, se producen grandes
volumenes de efluentes, los cuales al ser tratados elevan los costos de produccion y
causan dafios ambientales (Hernandez y col 2009). En la actualidad se han buscado
alternativas para el tratamiento de los desechos y de esta manera se ha empleado la
fermentaciéon lactica para su aprovechamiento integral. Este proceso, ademas de
purificar parcialmente a la quitina, permite la recuperacién de otras sustancias de alto
valor agregado (Larez-Velasquez 2006).

El Quitosano es un polimero natural que se obtiene por desacetilacion de la
Quitina, y en comparacion con otros polisacéaridos, éste cuenta con varias ventajas,
tales como biocompatibilidad con otros compuestos incorporados, alta
biodegradabilidad y nula toxicidad, ademas que presenta algunas propiedades
funcionales tales como bacteriostatico y fungistatico debido a la presencia de altas
densidades de grupos amino e hidroxilo en la estructura del polimero. Materiales a
base de Quitosano se pueden utilizar como peliculas o recubrimientos comestibles

debido a su propiedad Unica de aumento de la viscosidad después de la hidratacion.
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Por otra parte, las peliculas de Quitosano son resistentes, duraderas, flexibles, y
dificiles de romper. Dichas peliculas poseen baja permeabilidad al oxigeno y a otros
gases (Hosseini y col 2013; van den Broek y col 2015; Zhu y col 2015).

Peliculas de Quitosano pueden obtenerse por medio de su disolucion en agua
acidificada. Sin embargo, existen otras técnicas de obtencion, tales como la mezcla de
disolvente, la mezcla de extrusion y extrusion reactiva, las cuales provocan diferentes
morfologias, por ejemplo, matriz homogénea en donde el polimero esta disuelto, o no
homogénea (como un relleno). Debido al enlace de hidrégeno que se encuentra en la
extensa cadena polimérica de Quitosano, éste se degrada antes de la fusion. La
disolucién de Quitosano en un disolvente apropiado es necesaria para impartir
funcionalidad. Sin embargo, para cada sistema de disolvente, deben ser conocidas
concentracion de polimero, concentracion de ion, temperatura y pH (van den Broek y
col 2015).

En la actualidad las recomendaciones sobre las dietas saludables tienen cierto
comun denominador dentro de los esquemas de diferentes paises, reconociéndose el
consumo de frutas y vegetales como un beneficio a la salud, ya que son una fuente
excelente de vitaminas, minerales y fibra, igualmente aportan un contenido calérico
bajo (Ayon-Reynay col 2015).

La introduccion en los mercados de productos frescos cortados es una forma de
incrementar el consumo de frutas y hortalizas hasta los niveles recomendables en una
dieta saludable (L6pez-Mata y col 2012).

Actualmente, los frutos frescos cortados (FFC) mas comunes en el mercado son
pifia, meldn, sandia, manzana, pera y uva. Frutos tropicales como el mango, la papaya

y el platano estan llamados a formar parte del mercado de los FFC, dada su alta
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preferencia por parte del consumidor y su disponibilidad. Dentro de éstos, sobresale
por su importancia alimenticia y econémica en nuestro pais la papaya (Sanchez y col
2007).

Carica papaya L. es una fruta cultivada ampliamente en ambientes tropicales y
subtropicales; pertenece a la familia Caricaceae, se consume tanto en fresco como
procesada. Es considerada una especie nativa de Centroamérica y su origen
probablemente esta entre el sur de México y el norte de Nicaragua (Ayén-Reyna y col
2015; Dotto y col 2015).

Para consumirla se necesita pelar, remover las semillas y rebanar, lo cual es una
actividad que ocupa tiempo y esfuerzo. Ademas, la variedad “Maradol”, al ser una fruta
muy grande, no es conveniente para su uso individual o consumo personal. Al ser un
fruto tropical, el almacenamiento tiene serias limitaciones, que da lugar a su rapido
deterioro y la alta incidencia a la pudricion (Bautista-Bafios y col 2013).

Se han reportado algunos métodos a fin de evitar las pérdidas posteriores a la
cosecha, tanto de papaya como de otras frutas, y en consecuencia, extendiendo su
vida util. Entre estos métodos se encuentran tratamientos térmicos, irradiacion,
aplicacién de fungicidas, uso de agentes de control bioldgico y uso de recubrimientos
naturales a base de aceites esenciales y Quitosano (Dotto y col 2015).

El empleo de recubrimientos a base de Quitosano para el procesamiento de
rebanadas de papaya ha mostrado excelentes resultados para mantener por mas
tiempo las caracteristicas de calidad de este fruto, asi como inhibir el crecimiento de
microorganismos (Ayén-Reynay col 2015). Sin embargo, el Quitosano empleado como
recubrimiento para alargar la vida poscosecha de frutos en la mayoria de los trabajos

de investigacién reportados se ha obtenido a partir de quitina producida por métodos
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convencionales (quimico) que producen grandes cantidades de efluentes
contaminantes, con altos costos de produccion. Existen pocos trabajos donde se haya
empleado Quitosano obtenido a partir de quitina producida por fermentacion acido
lactica de residuos de crustaceos para la elaboracion de recubrimientos para alargar
la vida poscosecha de frutos procesados minimamente (Du y col 2009; Gamal y col
2016). No hemos encontrado reportes donde se hayan obtenido condiciones 6ptimas
de fermentacion acido lactica de cabezas de camaron para la obtencidén de Quitosano
con caracteristicas similares al Quitosano comercial, producido a partir de Quitina
obtenida por el método biolégico-quimico. Es por ello que el objetivo de este trabajo
de investigacion fue estudiar el efecto de cubiertas de Quitosano obtenidas por medio
del proceso biologico-quimico de cabezas de camardén de desecho empleando
condiciones optimizadas de fermentacion acido-lactica, y residuos de las industrias
lactea y azucarera (suero de leche y melaza de cafia) como fuentes de inoculo
(bacterias acido lacticas) y energia (azlcar) sobre el comportamiento poscosechay la

inhibicion de microorganismos en papaya procesada minimamente.



[l REVISION DE LITERATURA

El advenimiento de la biotecnologia moderna ha transformado radicalmente la
opinién de los cientificos acerca de los organismos y de los materiales que se producen
mediante el aprovechamiento de las enzimas en la naturaleza o de la materia prima
marina y agricola para la transformacion de una nueva clase de materiales
biodegradables, biocompatibles y renovables (Juarez 2010; Chatterjee y Guha 2014).

Las razones que en la actualidad conducen a la sociedad a volver a utilizar los
polimeros naturales que se venian usando desde hace cientos de afios, son el
creciente interés por compatibilizar la generacion de productos manufacturados con la
sostenibilidad del medio ambiente y el alto costo de algunos materiales sintéticos.
Ademas, el problema de una alta acumulacion de residuos en los ultimos tiempos ha
promovido el uso de éstos reciclandolos como materia prima (Lopez 2012).

En la naturaleza existen polisacaridos de estructuras y formas diferentes que
funcionan como materiales estructurales o proveedores de agua y energia, tipo de
polisacaridos naturales que se denominan biopolimeros, pueden ser usados como
adhesivos, absorbentes, lubricantes, cosméticos, como aditivos en el é&rea
farmacéutica, materiales estructurales, etc., el uso de varios de estos materiales se
encuentra todavia en desarrollo aunque ya se tienen conocimientos de importantes
aplicaciones en alimentos y medicina. Entre los biopolimeros mas concurrentes se
encuentran la Celulosa y la Quitina (del griego xitwv chitdn - tanica, envoltura),
considerados los compuestos organicos mas abundantes sobre la tierra, la celulosa

refuerza la pared celular de plantas mientras que la Quitina forma parte del
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exoesqueleto de artropodos y la fuerza mecanica de la pared celular de hongos
(Pacheco y col 2011).
A Quitina

La quitina fue aislada por primera vez por Braconnot en 1811, a partir de hongos
superiores, y por su origen se denominé fungina (Velasquez 2003).

La Quitina es un polisacarido muy abundante en la naturaleza, que se encuentra
principalmente en crustaceos, insectos y hongos. En los crustaceos aparece asociada
a otros constituyentes, tales como proteinas, lipidos, pigmentos y carbonato de calcio.
En general, la Quitina es obtenida por métodos quimicos a partir de conchas de
crustdceos que incluyen tratamientos con alcalis y acidos, con modificacion de
condiciones como la temperatura, tiempo de reaccidn, concentracion de alcalis y
acidos, entre otros (Marmol y col 2011; Zou y col 2016).

Los esqueletos de camardn y cangrejo son las principales fuentes para la
produccion de la Quitina a nivel comercial asociada con proteinas, minerales, lipidos y
pigmentos; estos tienen que ser removidos para alcanzar el grado de pureza adecuado
para diferentes aplicaciones tanto bioldégicas como tecnoldgicas. En el procesamiento
industrial, la Quitina se extrae mediante tratamiento con &cido para disolver el
carbonato de calcio seguido de una solucion alcalina para disolver las proteinas.
Ademas, a menudo se afiade un paso de decoloracién con el fin de eliminar pigmentos
y obtener una Quitina pura incolora (Younes y Rinaudo 2015; Chien y col 2016).

Residuos bioldgicos de camarén crudo contienen Quitina unida en un complejo de
10-20% de calcio y de 30 a 45% de proteina. Se utilizan para la extraccion de Quitina
residuos biologicos de la industria del camardn, una mezcla de cascaras, gambas y

cabezas (Chatterjee y col 2005; Rao y Stevens 2005).
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La Quitina ha despertado gran interés en los investigadores debido a que
anualmente se obtienen en el mundo grandes volumenes (120,000 TM) de desechos
de crustaceos, los cuales contienen entre 14 y 35% de Quitina asociada con proteinas;
por otro lado, la Quitina es de lenta degradacion en el medio ambiente, por lo que estos
desechos representan un gran problema de contaminacion (Can y col 2013).

La Quitina posee una estructura lineal de peso molecular alto constituida por
unidades de N-acetil-glucosamina unidas por enlaces B-D, se utiliza principalmente
como materia prima para producir productos derivados, tales como Quitosano, quito-
oligosacaridos y glucosamina (Figura 1). Este biopolimero aun permanece sin explotar
industrialmente debido a que es altamente insoluble en disolventes acuosos y
organicos y presenta baja reactividad, la cuestion de su solubilidad es un problema
importante en el desarrollo tanto de procesamiento y uso de Quitina, asi como su
caracterizacion (Marmol y col 2011; Zhang y col 2014; Younes y Rinaudo 2015).

La Quitina es un polisacéarido cristalino que cuenta con tres diferentes formas
cristalograficas: a—, B—, y y—quitinas. La a—quitina es la isoforma mas abundante, se
encuentra compactada dando una estructura cristalina donde sus cadenas se
encuentran antiparalelas, favoreciendo los enlaces de hidrégeno. Se presenta en
paredes de hongos, langosta y cangrejo, en tendones y en el exoesqueleto de
camarones, asi como en la cuticula de los insectos. Ademas de la Quitina nativa, a-
quitina se forma sistematicamente por recristalizacién a partir de solucién de Quitina

por la biosintesis in vitro o polimerizacién enziméatica debido a la alta estabilidad

12



CHs
OH
0
MH 0
HO 0 HO
e HO 0
- O NH
0
OH

CH,

Figura 1. Estructura de Quitina (de Alvarenga 2011).
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termodinamica de esta isomorfa (Younes y Rinaudo 2015). La B—quitina tiene un
arreglo paralelo con una fuerza intermolecular mas débil, dando una molécula menos
estable de Quitina, se encuentra asociada con proteinas y en las plumas de calamar.

La y—quitina es una mezcla de las dos anteriores (Ramirez-Coutifio y col 2006).

Comparando la abundancia natural de las formas poliférmicas, encontramos que
la a—quitina es la mas abundante y estable mientras que las otras dos se presentan en

pequefias proporciones y tienden a ser transformadas en a—quitina (Hirano 1999).
1 Obtencidon de Quitina

La interaccion entre Quitina y proteinas es muy intimo y también hay una
pequefia fraccidn de proteina que participa en un complejo proteina-polisacéarido. Por
lo tanto, el aislamiento de Quitina de crustaceos requiere la eliminacion de los dos
principales constituyentes de la cascara, proteinas por desproteinizacion y carbonato
de calcio inorganico por la desmineralizacion, junto con pequefias cantidades de
pigmentos y lipidos que se eliminan generalmente durante los dos pasos anteriores.
En algunos casos, se aplica una etapa adicional de decoloracion para eliminar
pigmentos residuales. Muchos métodos se han propuesto y utilizado durante afios para
preparar Quitina, sin embargo no se ha adaptado algun método estandar. Diversos
procesos de obtencidn de Quitina se han empleado, destacando los métodos quimicos

y biologicos (Teli y Sheikh 2012; Younes y Rinaudo 2015).

a Meétodo quimico
Los procesos quimicos involucran la desmineralizacion y desproteinizacion (DP)

con &cidos y bases fuertes y temperaturas moderadas. Sin embargo, el tratamiento
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guimico puede causar la desacetilacion parcial de la Quitina e hidrolisis del polimero
dando como resultado una Quitina con propiedades fisicas variables en el mismo
proceso de obtencion. Ademas, por medio de esta técnica, la extraccion de Quitina, es

muy baja ya que solamente se logra una recuperacion del 58.6% (Marcia y col 2011).

Este método utiliza gran cantidad de agua y energia ademas da lugar a desechos
corrosivos, los cuales son depositados en los ecosistemas acuaticos dafiando la flora
y fauna de los mismos, por lo que resulta un proceso agresivo para el medio ambiente,
gue requiere la implementacion de etapas posteriores en el proceso para su necesaria
neutralizacion, incrementando los costos totales (Radwan y col 2012). La mayoria de
las industrias prefieren la extraccion quimica debido al procesamiento constante y
rapido y el producto final limpio, libre de impurezas que se requiere para aplicaciones
sensibles, por ejemplo, en la medicina (Marcillo y Vélez 2011). Sin embargo la
desventaja de este método es la utilizacion de condiciones quimicas duras como es el
uso de quimicos peligrosos a altas temperaturas, que causan corrosion del equipo y la
formacion de subproductos indeseables tales como polimeros desacetilados de
manera irregular (de Alvarenga 2011). Igualmente, el uso de acidos quimicos fuertes
causa la hidrélisis de la Quitina y la inconsistencia de algunas de sus propiedades
fisicas, resultando en la reduccion de su peso molecular y grado de acetilacién (de la
Paz y col 2012). Adicionalmente, el uso de grandes concentraciones de acidos
minerales y alcalis conduce a la contaminaciéon ambiental (Gortari y Hours 2013). Este
método causa un incremento de costos de procesamiento debido a problemas
ambientales de disposicion final de los residuos, entre otros factores. El método

quimico involucra ademéas el uso de gran cantidad de agua y un consumo
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relativamente alto de energia y la liberacion de grandes corrientes de efluentes que
contienen acido corrosivo altamente concentrado y residuos alcalinos, asi como una
gran pérdida de compuestos bioactivos que pueden ser aislados del desecho de

camaron tales como proteinas, pigmentos y acidos grasos (Heidary-Vinche y col 2013).

Por ejemplo, la astaxantina es degradada bajo tales condiciones operacionales.
Con el fin de superar los inconvenientes de los tratamientos quimicos, se han
estudiado métodos de aprovechamiento alternativos como algunos procesos
bioldgicos, incluyendo el enzimatico, microbiolégico, asi como la combinacién de

procesos quimicos-biolégicos (Younes y col 2014).

1) Desproteinizacion quimica

La desproteinizacion es un paso dificil debido a la interrupcion de los enlaces
quimicos entre quitina y proteinas. Este se realiza de forma heterogénea utilizando
productos quimicos que también despolimerizan el biopolimero. Una amplia gama de
productos quimicos han sido probados para la desproteinizacion incluyendo NaOH,
Na2CO3s, NaHCO3s, KOH, K2COs, Ca(OH)2, Na2SO3, NaHSO3, CaCOs, NasPO4 y NazS.
Las condiciones de reaccion varian considerablemente en cada estudio. El NaOH es
el reactivo preferencial y se aplica a una concentracion que oscila entre 0.125 a 5.0 M,
variando la temperatura (por encima de 160°C) y la duracion del tratamiento (de unos
minutos hasta unos pocos dias). Ademas de la desproteinizacion, el uso de NaOH
invariablemente resulta en desacetilacion parcial de la Quitina y la reduccion de su

peso molecular por la hidrolisis del biopolimero (Younes y Rinaudo 2015).
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2) Desmineralizacion quimica

La desmineralizacion consiste en la remocion de minerales, principalmente
carbonato de calcio. Se lleva a cabo generalmente por tratamiento con acido usando
HCI, HNO3s, H2SO4, CH3COOH y HCOOH. Entre estos acidos, el reactivo preferente
es acido clorhidrico diluido (Mohammed y col 2013). La desmineralizacion se logra
facilmente, ya que implica la descomposicion de carbonato de calcio en las sales de
calcio solubles en agua con la liberacion de diéxido de carbono como se muestra en

la siguiente ecuacion:

2HCI+CaCO, — CaCl,+H,0+CO, T

Los tratamientos para desmineralizar son a menudo empiricos y varian con el
grado de mineralizacion de la muestra, tiempo de extraccion, temperatura, tamafio de
particula, concentracion de acido y proporcion soluto / disolvente. Esta Gltima depende
de la concentracion de &cido, ya que necesita dos moléculas de HCI para convertir una

molécula de carbonato de calcio (Younes y Rinaudo 2015).

3) Decoloracion

La coloracién de los caparazones de crustaceos se debe fundamentalmente a la
presencia de pigmentos tales como la astaxantina, la cantaxantina, el astaceno, la
luteina y el B— caroteno. Los tratamientos anteriores generalmente no son capaces de
eliminar estos pigmentos, los que suelen extraerse a temperatura ambiente con
acetona, cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o mezcla de disolventes. También se
han empleado agentes oxidantes tradicionales, como el H202 (0.5-3%) y el NaClO
(0,32%), aunque debe tenerse presente que éstos suelen atacar los grupos aminos

libres e introducir modificaciones en el polimero. En caparazones fuertemente
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coloreados, como el de la langosta comun, se ha reportado la utilizacién exitosa de
tratamientos con mezclas de acetona y NaClO a temperatura ambiente (Colina y col
2014). La calidad de la Quitina recuperada esta influenciada principalmente por la
concentracion de alcali, la relacién cascara de camarén/alcali, tiempo de incubaciéon y
temperatura. La viscosidad de la Quitina incrementa con el aumento de las

temperaturas de desproteinizacién que van de 65°C a 100°C (Thakhiew y col 2013).

Los procedimientos quimicos para la desproteinizacion y descalcificacion del
caparazon del camardn para obtener Quitina pura siguen siendo los preferidos por la
industria. Sin embargo, se requiere la optimizacion de la desproteinizacion y

descalcificacion para ahorrar energia y costos de proceso (Teli y Sheikh 2012).

b Método Bioldgico
1) Ensilaje
El ensilado se define como un proceso de conservacion en el cual los acidos
adicionados o producidos inhiben el crecimiento de patdgenos, presenta ciertas
ventajas respecto a los otros, como el permitir la recuperacion de productos con valor
agregado. El ensilaje de los caparazones y una produccién acido lactica por las
bacterias acido-lacticas induce la licuefaccion del residuo semisélido y conducen a una
disminucién del pH y la activacidon de proteasas. Un efecto secundario del ensilado es
la produccion de acido lactico por la fermentacién de carbohidratos, que produce una
desmineralizacion de los residuos y una precipitacion parcial de los iones de calcio
como lactato de calcio (Xia y col 2011). De hecho, bajo este método, el acido lactico
elimina la mayor parte de los minerales de los residuos de camaron, lo que presenta

una ventaja con respecto a la desproteinizacion proteolitica. Ademas, la Quitina
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obtenida de esta manera tiene mayores peso molecular y cristalinidad que la extraida
guimicamente (Chatterjee y Guha 2014).
2) Hidralisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica esta compuesta por un conjunto de tres reacciones
simultdneas de ruptura de enlaces. Primero, la formacion de un complejo enzima-
sustrato (proteina), y posteriormente la ruptura del enlace peptidico dando como
resultado la liberacién de un péptido. Finalmente, el péptido restante se separa de la
enzima después de un ataque nucleofilico de una molécula de agua (Hamer y col
2015). Un método alternativo para la hidrélisis de proteina y la obtencion de Quitina es
la hidrdlisis enzimatica, utilizando enzimas comerciales. Este método, en conjunto con
la FAL, podria potencialmente usarse para hidrolizar la proteina residual presente en
la Quitina obtenida del proceso fermentativo. Uno de los efectos que tiene el uso de
enzimas para la obtencion de Quitina es el impacto ambiental comparado con el
método quimico ya que no se utilizan reactivos quimicos que dafian el medio ambiente

(Kurek y col 2014; Aljawish y col 2015).

También se han probado procesos mas amigables con el ambiente para el
procedimiento de extraccion de los residuos de camarén mediante el método quimico
usando la denominada quimica verde, la cual constituye una de las alternativas a los
procesos que generan un deterioro del ambiente y tiene como objetivo lograr la

sostenibilidad ambiental (Pacheco y col 2011).

3) Fermentacion lactica
La fermentacion lactica es un proceso celular anaerdbico donde se utiliza glucosa

para obtener energia y donde el producto es el acido lactico. Este proceso lo realizan
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muchas bacterias (llamadas lacticas), hongos y algunos protozoos. En condiciones de
ausencia de oxigeno (anaerobias), la fermentacion responde a la necesidad de la
célula de generar la molécula de NAD*, que ha sido consumida en el proceso
energético de la glucdlisis. En la glucdlisis la célula transforma y oxida la glucosa en
un compuesto de tres atomos de carbono, el acido piravico, obteniendo dos moléculas
de ATP; sin embargo, en este proceso se emplean dos moléculas de NAD* que actian
como aceptores de electrones y se reducen a NADH. Para que puedan tener lugar las
reacciones de la glucdlisis productoras de energia es necesario reoxidar el NADH; esto
se consigue mediante la cesion de dos electrones del NADH al acido piravico, que se
reduce a acido lactico. En la Figura 2 se muestra el esquema de la fermentacion
lactica, que da una idea mas clara de cada una de las etapas que tienen lugar en este

proceso (Ramirez y col 2011).

La fermentacion acido lactica ofrece atractivas ventajas tales como bajos costos
de inversion, y uso integral de los desechos, ya que se pueden separar productos de
alto valor comercial (Zhang y col 2014). La fermentacién se realiza en un reactor tipo
columna con temperatura controlada y agitacion ocasional, usando bacterias lacticas,
dando como resultado una fraccion soélida conteniendo la Quitina cruda y una fraccién
liquida (licor) rica en proteina natural de camarén, minerales y pigmentos (Cira y col
2002). En este proceso con microorganismos, las proteasas de los mismos provocan
la hidrdlisis de las proteinas (desproteinizacion) y la produccién de acido lactico de los
microorganismos durante la fermentacion, este acido contribuye a la desmineralizacion

al atacar al CaCQOa3. La fermentacion lactica incrementa la estabilidad del desecho de
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Figura 2. Esquema de fermentacion lactica, en el cual se muestra los dos tipos de

reacciones, energética y quimica que ocurren en la misma (Marcia y col 2011).
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camaron. Este proceso combinado con el tratamiento termoquimico constituye un
meétodo para la purificacion de la Quitina, reduciendo asi la cantidad de acidos y alcali
requeridos en el tratamiento, conocido como proceso biolégico-quimico (B—Q) (Juarez

2010).

B QUITOSANO

El término Quitosano generalmente se refiere a una familia de polimeros obtenida
después de la desacetilacion de la Quitina en diversos grados. Fue descubierto en
1859 por Rouget al hervir quitina con KOH, convirtiéndose en una sustancia soluble
en acidos organicos. Le llamé Quitina modificada. El Quitosano es obtenido
comercialmente mediante desacetilacion alcalina de la Quitina. Es un biopolimero
natural con propiedades funcionales importantes, el cual se extrae principalmente de
las cascaras de crustaceos y que constituye un desecho importante procedente de la
industria pesquera (Chatterjee y col 2005; Bof y col 2015). Se han propuesto muchos
métodos, pero el que mas se ha reportado es aquel donde la Quitina es sometida a la
accion del NaOH al 50% a temperatura de ebullicion por un periodo de 3 horas. La
calidad del Quitosano es determinada por las condiciones de desacetilacidon

empleadas (Ahmed y col 2014).

Cuando la desacetilacion del material de partida es incompleta se crea una
mezcla de cadenas que tienen distintas proporciones de unidades B(1-4)-2-acetamido-
2-desoxi-D-glucosa y [3(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, dependiendo de diferentes
factores, como la concentracion de alcali, el tiempo de incubacion, la relacion de
Quitina a los alcalis, temperatura, atmdsfera, tipo de fuente de Quitina (incluyendo el

tipo de polimorfismo), tamafo de particula, desacetilacion heterogénea / homogénea,
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y el proceso simple o multiple en la desacetilacion alcalina de Quitosano juegan un
papel importante ya que afectan las propiedades del mismo, generando materiales
distintos. La diferencia en las propiedades de estos materiales puede llegar a ser
notoria, como por ejemplo la diferencia en solubilidad acuosa (van den Broek y col

2015; Wang y col 2015).

El contenido de nitrégeno del Quitosano puro es aproximadamente del 6.89%, el
grupo amino libre en la estructura del mismo proporciona un comportamiento
marcadamente basico, ademas le confiere ciertas caracteristicas fisicoquimicas de
gran interés industrial. Este biopolimero adquiere el nombre de Quitosano cuando el
grado de desacetilacion de la Quitina es mayor o igual al 50%, y Quitano cuando es
del 100%. Sus grupos amino permiten que se solubilice facilmente en medios &cidos,
confiriéendole una innumerable cantidad de aplicaciones (Park y col 2012; Li y col

2016).

El Quitosano puede disolverse en acido acético al 1 a 2%, una viscosidad alta de
esta solucién es indicativa de un Quitosano bien preparado. Si se aplican condiciones
muy rigurosas durante la desacetilacion, la cadena principal de la Quitina se rompe y
esto resulta en baja viscosidad del Quitosano disuelto en el acido acético. Ademas, las
moléculas rotas causan decoloracion y condensacion, resultando en una solubilidad y
transparencias reducidas. Un Quitosano preparado adecuadamente tiene un
contenido de cenizas bajo (<1%) y se disuelve bien en acido acético dando una

transparencia elevada (>90% de transmision) (Rodriguez y Monserrat 2013).

En la Figura 3 se muestra la estructura de quitina y Quitosano.
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1 Obtencion de Quitosano
a Meétodo biolbgico
Un método que permite la recuperacion de todos estos elementos es el método
enzimatico, el cual ofrece una ventaja con respecto al método quimico, que es la
obtencion de un material uniforme en sus propiedades fisicas y quimicas, hecho muy
apreciado para aplicaciones biomédicas. La Quitina desacetilasa es la enzima que
cataliza la conversién de Quitina a Quitosano por la desacetilacién de los residuos N-
acetil-D-glucosamina. La limitacion de este método es que la enzima no es muy
efectiva en la desacetilacién de Quitina insoluble y por lo tanto es necesario un pre-

tratamiento (Aljawish y col 2015; Hamer y col 2015).

b Meétodo quimico

Los métodos tradicionales de purificacion de este biopolimero involucran el uso
de altas concentraciones de acidos y alcalis que producen corrosion y son agresivos
con el ambiente. Es por ello que la fermentacion es ideal para purificar los desperdicios
de crustaceos ya que practicamente no se produce contaminacion y ademas se
recuperan otros componentes de alto valor (Younes y Rinaudo 2015). La
desacetilacion de la Quitina se lleva a cabo mediante un método termoquimico, y de
manera natural, se produce solo con ciertos hongos (Mucoraceae). La Quitina se trata
con solucion alcalina concentrada (40% a 45% de hidréxido de sodio) y temperatura
de 120°C/1-3 horas, sin embargo esta N-desacetilacion casi nunca es completa y el
Quitosano es considerado como un derivado de Quitina parcialmente N-desacetilada.
Las condiciones usadas para la desacetilacion determinan el peso molecular del

polimero y el grado de desacetilacion (Heidary-Vinche y col 2013).
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1) Desacetilacion homogénea
Consiste en la suspension de la Quitina en el alcali y su refrigeracion con hielo
para disolver la Quitina en la solucién. Luego se somete a desacetilacion a
temperaturas cercanas a la del ambiente durante largos periodos de tiempo. Esto
permite que la reaccidon no se localice en determinados lugares de la cadena y que el
ataque a los grupos amidas sea mas uniforme (Czechowska-Biskup y col 2012; Giraldo

2015).

2) Desacetilaciéon heterogénea

Consiste en la dispersion de las moléculas de Quitina en una solucién alcalina
caliente, generalmente de hidroxido de sodio. Las condiciones en las que se lleva a
cabo la desacetilacion heterogénea pueden reducir la longitud de la cadena, por este
motivo es conveniente repetir varias veces el tratamiento alcalino por cortos periodos
de tiempo y aislar el producto en cada etapa. Para evitar la disminucién de peso
molecular del polimero es conveniente la ausencia de oxigeno o la presencia de un
antioxidante para evitar la despolimerizacion (Giraldo 2015). Dependiendo de la fuente
de Quitina se utiliza NaOH acuoso al 30-60% (peso/volumen) o KOH a 60-140°C. Para
prevenir la degradacién del polimero se puede afiadir NaBH4 y tiofenol y la extraccion
se hace preferentemente en presencia de Nitrdgeno. También es posible obtener
Quitosano al tratar la Quitina con NaOH acuoso al 50% (peso/volumen) y 15 psi/121°C

por 15 minutos (Luna-Estrada 2012; Rodriguez y Monserrat 2013)

El grado de desacetilacion y el grado de polimerizacion, que a su vez determina
el peso molecular (PM) del polimero, son dos parametros importantes que permiten el

uso de Quitosano en diversas aplicaciones. El grado de desacetilacion varia de 40%
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a 98% y el peso molecular oscila entre 5x10*y 2x10° KDa. Es importante destacar que
pKa del Quitosano esta cerca de la neutralidad (6.3). A pH <6.3, los grupos amino
libres son protonados y cargados positivamente, por lo que el Quitosano se convierte
en un polielectrolito catidnico soluble en agua. A pH> 6,3, los grupos amino libres se
desprotonan y el Quitosano pierde su carga por lo que se convierte en insoluble (Bof

y col 2015; Younes y Rinaudo 2015; Li y col 2016).

2 Propiedades fisico-quimicas de Quitosano
Las condiciones de temperatura, presion, concentracion y tiempo determinan el

grado de desacetilacion y peso molecular del polimero (de Alvarenga 2011).

a Grado de desacetilacion
El grado de desacetilaciéon permite diferenciar el Quitosano de la Quitina y
determina las propiedades quimicas, fisicas y biolégicas del primero. Este parametro
refleja el balance entre las unidades repetitivas 2-acetilamina-2-desoxi-a-D-(+)-
glucopiranosa y el 2-amino-2-desoxi-a-D-glucopiranosa, normalmente el Quitosano
comercial tiene un grado de desacetilacion del 70 al 90% y en algunas aplicaciones

biomédicas se utiliza con un grado de desacetilacion mayor al 95% (Wang y col 2015).

Una precisa determinacion del grado de desacetilacion es uno de los temas clave
de la quimica de la Quitina. Durante los ultimos 40 afios se han empleado diferentes
meétodos tales como espectroscopia-IR (IR del inglés Infrared o del espafiol Infra rojo),
espectroscopia H-RMN (Resonancia Magnética Nuclear), titulacion potenciométrica y
espectroscopia-UV (UV del inglés Ultraviolet o del espafiol Ultravioleta) (Zimmerman

2014).
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1) Espectroscopia H-RMN
El célculo del grado de acetilacion (GA) se realiza de acuerdo a la siguiente

formula:
(1
GA—KEHACJ/HZPOO (1)

Donde: GA: grado de acetilacién, en porcentaje. Hac: area del pico a 1.88-1.91
ppm asignada a los 3 protones del grupo metilo del acetilo. Se divide por este nimero
de protones para normalizar. Hz: &rea del pico a 3.00 ppm asignada al protén unido al
carbono 2 correspondiente a la unidad monomérica del Quitosano desacetilado

(Younesy col 2014).

2) Titulacién potenciométrica
Se disuelve el Quitosano (100 mg) en un volumen conocido de HCI (0.1 mol L1),
dicha solucién es titulada con NaOH (0.01 mol L), mientras se mide el pH de la
solucion a una fuerza i6nica constante. El grafico con la variacion de pH en
comparacioén con el volumen afiadido de base tiene dos puntos de inflexion: la primera
corresponde a la neutralizacion de HCl y la segunda a la neutralizacion de los iones
de amonio de Quitosano. La diferencia entre los dos puntos de inflexion da la cantidad

de grupos amino en el Quitosano (de Alvarenga 2011; de la Paz y col 2012).
El grado de desacetilacion (GD) se obtiene con la siguiente férmula:

GD (%) =1OO—16.1M (2)
w
En esta ecuacion, V2 es el punto de inflexion mayor, V1 corresponde al punto de
inflexion menor, expresados como volumenes de NaOH, M es la molaridad de la
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solucion de NaOH (mol/L), W es el peso del Quitosano empleado (expresado en g) y
16.1 es un valor relacionado al peso del grupo amino (-NH2) (Hernandez y col 2009;

Giraldo 2015).

3) Espectroscopia-UVv
Este método fue propuesto en 1985 por Muzzarelli y Rochetti y hace uso de la
primera derivada de los espectros UV de la N-acetil-D-glucosamina (NAG), del
Quitosano y de disoluciones de acido acético. El grado de acetilacion se calcula
haciendo uso de la ecuacion siguiente, que relaciona la concentracion de NAG

determinada por medio de la curva patrén y la concentracion de Quitosano empleada

en el ensayo (Hajji y col 2014):

[NAG]

%WGA=————
[Quitosano]

X 100 (3)

4) Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Debido a su simplicidad es uno de los métodos mas empleados. Este método se
aplica especialmente cuando se tienen muestras que no pueden formar soluciones
acuosas acidas, como es el caso de las Quitinas, para ello se prepara una solucién al
2%, con 100 mg de KBr. Este método consiste en correlacionar la relacion de
absorbancias entre dos bandas de absorcion determinadas, con el porcentaje de
acetilaciéon de Quitina. La seleccion de las bandas de absorcion involucra una seal
gue depende del grado de N-acetilacion (normalmente una de las bandas amida) y
otra que sirve de referencia interna para corregir las diferencias de grosor de las

peliculas o de concentracion en las pastillas de KBr.
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GA(%):31.92[MJ (4)

1420
GD(%)=100-GA (5)

En todas las determinaciones por IR, es muy importante la selecciéon adecuada
de las lineas base en el célculo de la absorbancia para alcanzar buenos resultados

(Colina'y col 2014).

b Solubilidad

El Quitosano tiene una pobre solubilidad en disolventes organicos y la
insolubilidad completa en soluciones acuosas por encima de pH 7 debido a la alta
cristalinidad y la capacidad de enlaces de hidrégeno entre las macromoléculas de
Quitosano. La reduccion del peso molecular y la cristalinidad mejora su solubilidad en
acidos diluidos por debajo de pH 5, donde los grupos amino libres son protonados, los
factores que se deben tener en cuenta cuando se solubiliza son el grado de
desacetilacion y la distribucién de los grupos acetilos y aminos a lo largo de la cadena

del biopolimero (Aljawish y col 2015).

El grado de ionizacién es importante también y generalmente el Quitosano se
disuelve a alrededor de un valor del 50% (Régo y col 2013). El mejor solvente para
solubilizar el Quitosano es el acido férmico, el mas utilizado es el acido acético,
también es soluble en acido clorhidrico, acido nitrico y acido citrico, es insoluble en

acido sulfurico y fosforico (Puga-Lopez y col 2013).
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c Toxicidad
El Quitosano es considerado no toxico y como un polimero biolégicamente
compatible con los seres vivos (Dragostin y col 2016). Se ha establecido que este
polisacéarido no puede ser digerido por los humanos, por lo que se considera como una

fibra con cero calorias (Hernandez 2013).

d Peso molecular

Para cualquier polimero, la solubilidad y la viscosidad dependen de su peso
molecular, pero para el Quitosano su efecto se extiende a sus propiedades biolégicas,
por lo que la determinacidén de su masa atémica adquiere una gran importancia. Si se
logra conocer el peso molecular y la conformacién de las moléculas del biopolimero,
se puede estimar una gran cantidad de propiedades reolégicas y mecanicas, como su
coeficiente de friccion y de sedimentacion, su volumen hidrodindmico, entre otras
(Dragostin y col 2016). Para la determinacion del peso molecular de los polimeros,
existen varios métodos. El mas empleado es el método por viscosimetria capilar (Niu

y col 2013).

Por medio de un ensayo de viscosimetria se puede calcular el peso molecular del
Quitosano. Para implementar dicha técnica es necesario utilizar diferentes definiciones
de viscosidad para transformar la viscosidad cinemética (medida) en la viscosidad
reducida, ya que a partir de esta ultima se puede determinar la viscosidad intrinseca y
el peso molecular (Suny col 2014).

nr_a (6)
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Donde: nr es la viscosidad relativa, n es la viscosidad de la solucion y no es la

viscosidad del solvente puro.
Viscosidad especifica:
nsp=nr'1 ( 7 )

Viscosidad reducida:

_[ Nsp
=l —== 8
r]red C ( )

Viscosidad intrinseca:

[n]{%)w (9)

Conociendo la viscosidad intrinseca se puede determinar el peso molecular en
las muestras analizadas, siempre y cuando el polimero obedezca la ecuacién de
Huggins; esto es, si presenta un comportamiento lineal entre la concentraciéon y la

viscosidad reducida:

r'é" =[n]+K[n]"C (10)

En las ecuaciones (8), y (10) el parametro C hace referencia a la concentracion

de Quitosano en la solucioén.

La viscosidad intrinseca mide el volumen especifico efectivo de un polimero
aislado, razon por la que su determinacion se realiza extrapolando a concentracion
nula. Su valor depende del tamafio y forma de la molécula de soluto, asi como de su

interaccién con el solvente y de la temperatura de trabajo. Para un sistema polimero-
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solvente puede utilizarse la expresion de Mark-Houwink para determinar el peso

molecular promedio del polimero (Zhang y col 2014).

1
= [n] 0.93
1.81x10°

3 Propiedades biolégicas

(11)

La Quitina y el Quitosano son biopolimeros no toxicos, biocompatibles y
biodegradables que presentan propiedades biolégicas y farmacéuticas. Su
bioactividad incluye la estimulacibn en procesos de cicatrizacion, actividad
hemostatica, actividad inmune, mucoadhesion, actividad antimicrobiana,

bacteriostatica y fungistéatica (Dutta y col 2009; Dragostin y col 2016).

a. Actividad antimicrobiana

La capacidad antimicrobiana del Quitosano es util en la medicina, la agricultura y
en conservacion de alimentos, los usos y el modo de accion han sido ampliamente
estudiados. Esta actividad depende de las propiedades del biopolimero (Ahmed y col
2014). Se ha demostrado que inhibe el crecimiento de bacterias como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacilo subtilis, y Staphylococcus aureus, ElI Quitosano
también ha mostrado actividad fungistatica inhibiendo el crecimiento de hongos como
Botritis cinerea, Fusarium oxysporum, Drechslera sorokina, Micronectriella nivalis,
Pyricularia oryzae, Rhizoctonia solani, Trichophyton equinum (Pacheco 2010). La
accion antimicrobiana esta influenciada por factores intrinsecos como el tipo de
Quitosano, el grado de despolimerizacién, el hospedero, la composicion nutritiva y
guimica del sustrato, pH del medio de cultivo, condiciones ambientales y la presencia
0 ausencia de sustancias que interfieran, como lipidos y proteinas. A pesar de que el
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Quitosano y sus derivados son efectivos como agentes antimicrobianos, existe una
clara diferencia entre ellos. La actividad inhibitoria del Quitosano ha sido demostrada
contra hongos fitopatdégenos, siendo mas alta a pH 6.0 que a pH 7.5 (Tayel y col 2014;

Dragostin y col 2016)

4 Aplicaciones de Quitosano

Entre las numerosas propiedades funcionales que se le han comprobado estan:
biodegradabilidad, biocompatibilidad, actividad antimicrobiana, actividad antifingica,
actividad hipocolesterolémica, actividad antioxidante, mucoadhesion, hemostético y
promotor de absorcion (Younes y Rinaudo 2015; Dragostin y col 2016). Estas
propiedades funcionales del biopolimero han promovido su utilizacion a lo largo de los
afios en varios campos como son la agricultura, la industria alimentaria y farmacéutica
y la medicina. La carga positiva que inducen los grupos amino da al Quitosano la
capacidad de atrapar sustancias como macromoléculas, proteinas, lipidos, metales,
etc., cargados negativamente. Esta propiedad junto con las anteriores hace que éste

tenga un gran potencial para diferentes aplicaciones (Cuadro 1).

a Tratamiento de agua
Esta es una de las areas de mayor importancia, ya que la Quitina y el Quitosano
son materiales ambientalmente amigables, entre los principales usos en esta area esta
como coagulante primario para aguas residuales de alta turbidez y de alta alcalinidad;
como floculante para la remocion de particulas coloidales sélidas y aceites, y para la
captura de metales pesados y pesticidas en soluciones acuosas (Larez-Velasquez

2006).
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Cuadro 1. Aplicaciones y usos de Quitosano

APLICACIONES USOS

Remocién de iones metalicos y pesticidas:

Tratamiento de aguas y efluentes remocion de fenoles, radiois6topos, PCBs
y colorantes, recuperaciéon de materiales
industriales sélidos de la industria alimenticia
(proteinas, polisacaridos, etc.), agente

coagulante.
Elaboracion de microesferas,
Ciencia de los materiales recubrimientos, fibras, nanofibras,

peliculas, polvos, esponjas, soluciones,
geles, tabletas, capsulas, entre otros.

Gasas, algoddn, contenedor artificial de
sangre, control de colesterol, inhibidor
tumoral, membranas, inhibicion de placas
dentarias, cicatrizacion de heridas, piel

Medicina artificial, tratamientos de enfermedades
0seas, lentes de contacto, membranas de
didlisis, anticoagulante, implantes,
suturas, ortopedia, anticoagulante,

tratamiento de tumores(leucemia),
liberacién de insulina.

Recubrimientos de semillas y frutas (films),
sistemas liberadores de fertilizantes,

Agricultura fungicida, antivirésico, aditivo para
alimento de animales, formulacion de
pesticidas.

Remocion de colorantes, conservantes,
. . estabilizante de color, exaltador del sabor

Alimenticia .
natural, preservante, antioxidante,
emulsionante, aditivo de alimentos para
animales.

Fuentes: Caprile 2005; Younes y Rinaudo 2015.
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El Quitosano ha mostrado ser un buen coagulante en la potabilizacion de aguas,
ya que la presencia de grupos aminos en su estructura le confieren capacidad para
coagular sustancias coloidales, ademas de que su uso permite aumentar la accion de
coagulantes inorganicos convencionales. Razon por la cual resulta muy atractivo su
uso como coagulante en el tratamiento de aguas industriales. Algunos estudios
vinculan al aluminio y sus derivados usados como agentes floculantes en el tratamiento
de aguas para consumo humano con enfermedades tan graves como el mal del
Alzheimer, por lo que actualmente se estan desarrollando multiples investigaciones,
en las cuales la Quitina y el Quitosano han sido ensayados para estos fines y los
resultados estdn siendo aplicados en algunos procesos de desmetalizacion,

coagulacion y floculacion (Marmol y col 2011).

b Ciencia de los materiales
Las caracteristicas de estructura quimica y las propiedades fisicas son
especialmente importantes, ya que abre un gran campo de aplicaciones. En los tltimos
afios se han elaborado biomateriales derivados de la Quitina y Quitosano, como
microesferas, recubrimientos, fibras, nanofibras, peliculas, polvos, esponjas,
soluciones, geles, tabletas, capsulas, entre otros, muchos de estos biomateriales son
usados en el area de alimentos, de cosméticos, farmacia y biomedicina (Juarez 2012;

Ahmed y col 2014).

c Ciencia médicay farmacéutica
El Quitosano y sus formas derivadas son empleadas con éxito en diversos

ambitos de la medicina y en otros su aplicacion esta en fase de estudio y desarrollo.

36



Por sus propiedades antimicrobianas (activa Quitanasa y B-gluconasa): su
histocompatibilidad y su capacidad de retencién de humedad y de liberacion
controlada de sustancias asi como de sus propiedades mecénicas (elasticidad),
las moléculas de Quitosano forman parte de vendajes, lentes de contacto, gotas
oftalmolégicas, cremas y recubrimientos para quemaduras, heridas y ulceras,
suturas quirdrgicas reabsorbibles, implantes y cultivos de tejido (eliminando la
contaminacion por microorganismos) (Honary y col 2011).

Control de colesterol sanguineo: en los ultimos afios algunos estudios han
demostrado la capacidad del Quitosano para reducir de forma efectiva la
absorcion de la grasa de la dieta, reducir la presion sanguinea y disminuir los
niveles de colesterol sérico. Todo ello gracias a un mecanismo formador de
enlaces iGnicos con los que se fija a los diferentes tipos de aniones, tales como
acidos biliares o acidos grasos libres, y a su capacidad para formar micelas con
el colesterol, con lo que disminuye la absorcion del acido célico y su aporte al
higado (Zimmerman 2014).

En sistemas de liberacion controlada, debido a la capacidad del Quitosano de
poder formar membranas interpenetradas lo que hace posible su utilizacién en
sistemas de liberacion controlada de farmacos, membranas para la
ultrafiltracibn y actualmente como matriz organica parcial o totalmente

biodegradable (Hernandez 2013).
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d Microbiologia

El Quitosano y sus derivados tienen actividad antimicrobiana contra bacterias,
hongos y levaduras. EI mecanismo exacto de la accidon antimicrobiana del Quitosano
y sus derivados es todavia desconocido, si bien se han propuesto diferentes hipétesis.
Todas estas teorias estan relacionadas con su naturaleza cationica que le permite
reaccionar con moléculas y superficies cargadas negativamente como las paredes
celulares microbianas. El Quitosano tiene la habilidad de producir fitoalexina, fenoles
y callosa, promoviendo su caracteristica antimicrobiana frente a diversos

microorganismos (Hernandez 2013; Zhu y col 2015).

e Inmunologia
La Quitina y sus derivados son efectivos en el control de enfermedades y plagas
vegetales. Sus mecanismos de accion estan vinculados a su estructura quimica.
Pueden actuar sobre el organismo patdégeno, o inducir mecanismos defensivos en las
plantas, contra varias enfermedades vegetales antes y después de la cosecha (Dutta

y col 2009).

f Agricultura
El Quitosano modifica la respuesta que la planta presenta hacia ciertos agentes
externos como las plagas, asi como estimula el crecimiento de las plantas, permitiendo
un mayor desarrollo de elementos como raices y extremidades. También su aplicacion
en semillas ayuda a la germinacion y un sano desarrollo de las plantulas (Tayel y col
2014). La adicion de Quitosano al suelo, favorece el crecimiento y actividad de muchos
microorganismos quitinoliticos, por un efecto sinérgico. Estos constituyen controles

biologicos y son enemigos naturales de muchos agentes causantes de plagas y
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enfermedades vegetales. Ademas, favorecen el crecimiento de microorganismos
beneficiosos que establecen relaciones simbioticas con las plantas, tales como
micorrizas o especies del género Rhizobium. A su vez incrementa la poblacién y
actividad microbiana en el suelo, lo que mejora la disposicion de nutrientes y sus
propiedades. Como reguladores del crecimiento, acelera la germinacion de las
semillas, el vigor de las plantas y el rendimiento agricola. Por tanto, por su gran
potencial de aplicacién en la agricultura, podemos decir que en un tiempo futuro este
tipo de biopolimeros, se utilizaran con mayor extension, principalmente como sustitutos
de los actuales plaguicidas quimicos o como reguladores de crecimiento de las plantas

(Marmol y col 2011).

g Alimentos

El Quitosano ofrece un amplio espectro de aplicaciones. La mayoria se relaciona
con su actividad antimicrobiana, por ejemplo, su uso como conservante en el
empaquetamiento y en peliculas comestibles que recubren alimentos, y su empleo
también como conservante en emulsiones. La capacidad de unirse a grasas permite
su utilizacién como agente hipocolesterolémico en productos dietéticos. Por otro lado,
se han estudiado las propiedades tecnol6gicas como espesante, gelificante y
emulgente. Al formar emulsiones con las proteinas del suero lacteo mejora su
estabilidad. Ademas se emplea como agente quelante y floculante para tratamiento de
aguas residuales resultantes del procesamiento de alimentos y para clarificacion de

bebidas (Lopez 2012).

e Aditivo en los alimentos: por sus propiedades como espesante, gelificante y

emulsificante se emplean como mejoradores de textura, ya que fijan agua y
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grasa. También se emplean como estabilizantes de color, como agente que
previene la precipitacion en el vinagre, como aditivos con caracteristicas
nutricionales (fibra dietética, ingrediente funcional), en galletas y pan (previene
la disminucion del volumen de la masa), como aditivo para la alimentacion
animal (hasta el 10% en alimentacion en pollos) aumenta el crecimiento, el vigor
y el incremento de bifidobacterias en el buche que bloquean el desarrollo de
otros microorganismos y generan lactasa. También son utilizadas en harinas de
mariscos las cuales contienen proteina, Quitina y Astaxantina, y se emplean en
la alimentacién de salmén (Wang y col 2015).

Envoltura y recubrimiento protector de alimentos: los recubrimientos con
Quitosano son resistentes, duraderos y flexibles con propiedades mecanicas
similares a los polimeros comerciales de fuerzas medias. Las peliculas
comestibles también son empleadas junto con otros elementos en
recubrimientos para frutas (N, O-carboximetilquitina) retrasando el
envejecimiento, disminuyendo la oxidacion, las pérdidas por transpiracion y
protegiendo contra el ataque de hongos (Islam y col 2011).

Su accibn como protector de alimentos frente a microorganismos
(concentraciones de 0 a 0.02% protegen frente E. coli) como bacterias,
levaduras y hongos. Es interesante para la obtencion de alimentos
minimamente procesados y para retrasar la aparicion de sabores extrafios en

la carne (Cardoso y col 2012).
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1) Mecanismo
Los mecanismos de actividad antimicrobiana no han sido explicados

completamente. Se han propuesto seis mecanismos importantes en la literatura,

1. El caracter antimicrobiano se le atribuye a la presencia de grupos amino con
carga positiva que interaccionan con las cargas negativas de los fosfolipidos
formadores de membrana celular de bacterias y hongos; al adherirse el
Quitosano a la membrana, provoca alteraciones en proteinas y diversos
compuestos y causa una filtracion a través de ella hasta llegar al citosol; éste
utiliza energia para atravesar la membrana, sin embargo, este proceso no
involucra la endocitosis. Las bacterias y hongos normalmente mantienen en
su citosol niveles muy bajos de Ca?*, esto es gracias a la barrera que forma
la membrana plasmaética, la cual posee reguladores herméticos que impiden
el paso libre de gradientes de Ca?*, este proceso en el que también se
involucra al mecanismo homeostatico, donde en el interior del citosol se
regula la concentracion de este ion, enviando fuera de la célula al exceso, o
los almacena en organelos de la propia célula. Por lo tanto, al introducirse el
Quitosano al interior del citosol se transforma drasticamente el mecanismo
homeostético, ya que al formar canales en la membrana permite el paso libre
de gradientes de calcio, ademas de causar la fuga de otros componentes
intracelulares, ocasionando una inestabilidad en la célula hasta su muerte
(Cardoso y col 2012).

2. Interacciones entre los grupos amino de Quitosano con carga positiva y las

membranas de las células microbianas con carga negativa, que conduce a la
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fuga de los componentes proteicos intracelulares y otros (Alishahi y Aider
2012).

3. La accién de Quitosano como un agente quelante, se une selectivamente a
metales y posteriormente inhibe la produccién de toxinas y el crecimiento
microbiano (Ramos-Garcia y col 2010).

4. La formacion, generalmente por Quitosano de alto peso molecular, de una
capa polimérica impermeable en la superficie de la célula, alterando de este
modo la permeabilidad celular y bloqueando la entrada de los nutrientes en
la célula (Alishahiy Aider 2012).

5. La penetracién de Quitosano de peso molecular bajo, principalmente en el
citosol del microorganismo a unirse al ADN, lo que resulta en la interferencia
con la sintesis de ARNm y proteinas (Kim y col 2011).

6. La adsorcion vy la floculacién de sustancias electronegativas en la célula por
Quitosano, distorsionando las actividades fisiologicas de los
microorganismos, provocando su muerte. Sin embargo, es muy importante
mencionar que el Quitosano es soluble s6lo en medios acidos y por lo tanto,
el efecto del pH sobre los microorganismos debe ser considerado junto con
el efecto del biopolimero. Asi, el efecto sinérgico de Quitosano / pH juntos es
probablemente la explicacibn méas evidente del efecto antimicrobiano
(Arancibia y col 2014).

C ANALISIS ESTADISTICOS
1 Metodologia de superficie respuesta (MSR)
La Metodologia de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas

matematicas utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de
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interés esta influida por varios factores de caracter cuantitativo. El propdsito inicial de
estas técnicas es disefiar un experimento que proporcione valores razonables de la
variable de respuesta y, a continuacion, determinar el modelo matematico que mejor
se ajusta a los datos obtenidos (Ghorbel-Bellaaj y col 2013). El objetivo final es
establecer los valores de los factores que optimizan el valor de la variable de
respuesta. Cuando decimos que el valor real esperado, n, que toma la variable de
interés considerada esta influido por los niveles de k factores cuantitativos, Xi, X,...,
Xk, esto significa que existe alguna funcion de Xi, Xz,..., Xk (Que se supone continua
en Xi=1,..., k) que proporciona el correspondiente valor de n para alguna combinacion

dada de niveles:
N =f(X, X, %) (12)
De tal forma que la variable respuesta puede expresarse como:
Y=n + &= (X, X,,... X ) *e (13)

Donde ¢ es el error observado en la respuesta. La relacion n = f(X1, Xo,..., Xk)
existente entre n y los niveles de los k factores puede representarse a través de una
hipersuperficie (subconjunto de un espacio euclideo [(k+1) — dimensional]) a la que

llamaremos superficie de respuesta (Figura 4) (Godoy 2008).
a. Grafica de contornos

Una técnica utilizada para ayudar a visualizar la forma que puede tener una
superficie de respuesta tridimensional consiste en representar la grafica de contornos

de la superficie, en la que se trazan las denominadas lineas de contornos, que son
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Figura 4. Gréfica de superficie de respuesta,
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secciones y nombres de las mismas (Bezerra y col 2008).
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curvas correspondientes a valores constantes de la respuesta sobre el plano XiXz
(plano cuyos ejes coordenados vienen dados por los niveles X1y Xz de los factores).
Geomeétricamente, cada linea de contorno es una proyeccion sobre el plano X1Xz de
una seccion de la superficie de respuesta al intersectar con un plano paralelo al X1Xo.
La grafica de contornos resulta util para estudiar los niveles de los factores en los que
se da un cambio en la forma o altura de la superficie de respuesta. La existencia de
graficas de contornos no esta limitada a 3 dimensiones a pesar de que en el caso en
gue haya mas de 3 factores de influencia no es posible la representacién geométrica.
No obstante, el hecho de poder representar graficas de contornos para problemas en
qgue haya 2 6 3 factores permite visualizar mas facilmente la situacion general. Para
generar la grafica de contornos correspondiente se secciona la superficie de respuesta
usando planos paralelos al X1X2 en ciertos valores de respuesta considerados. En la

Figura 5 se muestra un ejemplo de una gréfica de contornos (Bezerra y col 2008).

D Productos minimamente procesados
Las frutas y hortalizas frescas son componentes esenciales de la dieta humana.
Existen evidencias de beneficios nutricionales y a la salud, asociados al consumo de
estos alimentos. En USA, Canad4, Nueva Zelanda y varios paises de la Union
Europea, Instituciones de Salud Publica han desarrollado camparfias recomendando el
consumo diario de, por lo menos, cinco frutas u hortalizas. Estudios epidemioldgicos

han demostrado que el consumo de frutas tiene un efecto benéfico para la salud y
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Figura 5. Gréfica de contornos y las diferentes secciones de la mismay qué representa

cada una de ellas (Bezerra y col 2008).
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contribuye a la reduccién de riesgo de enfermedades degenerativas, particularmente
ateroesclerosis y cancer. Esta prevencion de enfermedades posiblemente se debe a
la presencia de carotenoides, compuestos fendlicos, flavonoides y vitamina C, que
promueven la buena salud, mediante la inhibicién de la iniciacion o impedimento de la

propagacion de las reacciones que causan dafio oxidativo (Bierhals y col 2011).

En los dltimos afios un gran cambio en los patrones de consumo viene ocurriendo
en la sociedad, en respuesta a la demanda del mercado. Los consumidores piden
productos de alta calidad, listos para su consumo, semejantes a los frescos y
conteniendo ingredientes naturales. Asi, la tecnologia de alimentos con procesamiento
minimo surge tratando de satisfacer la necesidad del consumo de vegetales frescos,
adaptandose a la tendencia contemporanea en que el tiempo disponible para la
preparacion de las comidas es limitado. Por otro lado, el procesamiento minimo de
frutas y hortalizas se muestra como una alternativa tecnoldgica, aumentando el valor
agregado de los productos y contribuyendo para un mayor desarrollo de la
agroindustria (Sanjinez-Argandofia y col 2010).

1 Definicién

El procesamiento minimo describe tecnologias para procesar alimentos, que
garantizan su seguridad y conservacion, asi como, el mantenimiento de la frescura
caracteristica de las frutas y hortalizas. Los vegetales minimamente procesados son
definidos como cualquier fruta u hortaliza que ha sido alterada fisicamente (seleccion,
lavado, pelado, deshuesado y/o cortado) a partir de su forma original pero que

mantiene su estado fresco, sin procesamiento riguroso, tratados con agentes

desinfectantes, estabilizadores de color, retenedores de firmeza y envasados en
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bolsas o0 bandejas creando una atmdosfera modificada en su interior. Otros términos
para tales productos son: ligeramente procesado, parcialmente procesado, procesado
en fresco, precortado, IV gama y listo para consumirse. Son conservados, distribuidos
y comercializados bajo refrigeracion (2-5 °C) y estan listos para ser consumidos
durante 7 a 14 dias, segun el producto y técnica de conservacion empleada (Bierhals
y col 2011; Ayén-Reyna y col 2015). Sin embargo, las operaciones del procesamiento
minimo dafian la integridad del tejido de las frutas y hortalizas, lo que desencadena
procesos deteriorativos como pardeamiento enzimatico, ablandamiento del tejido,
pérdida de peso, desarrollo indeseable de olores y sabores. Adicionalmente, la
remocién de la epidermis protectora natural y el incremento de humedad y azucares
disueltos en la superficie proveen las condiciones ideales para el crecimiento
microbiano. El siglo XXI esta siendo testigo de las innovaciones y técnicas que se han
introducido en el campo de la conservacién de los alimentos. Estas innovaciones son
el resultado de la demanda de los consumidores de todo el mundo por alimentos de
alta calidad, con mayor énfasis en los atributos de calidad y seguridad. Una de las
principales demandas de los consumidores es por un minimo proceso, alta nutricién y

baja energia en los alimentos naturales, con conservantes quimicos minimos o nulos.

El reciente interés en estas tecnologias no es solo para obtener alimentos de alta
calidad con caracteristicas frescas, sino también, para proporcionar alimentos con

funcionalidades mejoradas (Villacorta y col 2015).
2 Ventajas de los productos minimamente procesados

Los vegetales minimamente procesados poseen componentes esenciales que

representan en la dieta humana beneficios para la salud, ademas de los nutricionales;

48



algunas de estas sustancias son conocidas como antioxidantes y en general se
denominan fitoquimicos. Los cambios en el consumo alimenticio han producido la
demanda de una gama mas amplia de vegetales minimamente procesados, debido a
gue dichos productos ayudan a hacer la vida mas facil, permitiendo preparar comidas
saludables y agradables, con ahorro de tiempo significativo y con una reduccion en la
produccion de residuos, ya que el consumidor se lleva a casa solo la parte comestible
del producto. Estas tendencias han llevado a la aparicion de nuevas presentaciones
de los vegetales cuarta gama (mezclas de hortalizas cortadas o frutas minimamente
procesadas), en las cuales lo que se busca es complementar nutrientes como las
vitaminas, minerales y antioxidantes aportados por los diferentes vegetales que

conforman la mezcla (Hernandez y col 2014; Molina y col 2015).

Segun informaciones de algunas cocinas industriales, las principales ventajas de
las frutas y hortalizas minimamente procesadas son el menor costo final de la
produccion, la estandarizacion del producto y la menor generacién de residuos dentro
de la cocina. El precio de compra superior del vegetal minimamente procesado, en
relacion al producto en fresco, absorbe los costos que la cocina industrial no tendra
como: almacenaje, mano de obra, basura, pérdidas, desperdicios y hasta
mantenimiento. La cuestidén del espacio también es un punto a favor de los vegetales

minimamente procesados (Ayén-Reyna y col 2015).
3 Proceso de preparacion

La obtencién de un producto minimamente procesado de calidad radica en la
adecuada seleccion de la materia prima y en la optimizacion de todas las etapas

tecnoldgicas necesarias para su elaboracion y mantenimiento de la calidad sensorial,
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higiénico-sanitaria y nutricional (Ayén-Reyna y col 2015). Por lo general requiere para
su procesamiento de operaciones tales como limpieza, corte, lavado, secado y
envasado, higienizados mediante derivados clorados, peroxido de hidrégeno, ozono,
compuestos antimicrobianos naturales y otros; tratados con agentes estabilizadores
de color tales como acido ascérbico y eritorbico, retenedores de firmeza (sales de
calcio) y envasados en bolsas o charolas con la inyeccion de distintos sistemas
gaseosos que permitan mantener una atmdésfera modificada en su interior (Hernandez
y col 2014). En la Figura 6 se muestra el diagrama de flujo del procesado de productos

vegetales cortados.

Los frutos y vegetales frescos cortados son procesados en instalaciones
refrigeradas, es decir, en un ambiente donde se mantiene una temperatura entre 0°y
7° Celsius con el objetivo de mantener las caracteristicas del producto fresco (Tirkey y
col 2014). Ademas, una vez procesados deben continuar la cadena de frio
conservandolos a temperatura baja durante su distribucién y comercializacién, ya que
en su forma cortada no sufren dafio por frio cuando se almacenan a 4°C (Bierhals y

col 2011).
4 Factores que afectan la calidad

La velocidad de deterioro después del procesamiento depende de muchos
factores relacionados con el producto, el procesamiento y las condiciones de

almacenamiento (Argafiosa y col 2008).
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Operaciones que involucran la preparacion de productos minimamente
procesados causan lesiones y dafios a los tejidos, lo que afecta las actividades
fisiol6gicas como la respiracion de los tejidos y dan lugar a diversas rutas bioquimicas,
lo que resulta en pérdidas de atributos sensoriales, crecimiento microbiano, pérdida de
humedad, etc. Otros factores que influyen en el deterioro del producto, son la forma y

el grosor de corte adoptada durante el procesamiento minimo (Danyen y col 2012).

Las préacticas poscosecha, asi como el tiempo que pasa desde el momento de
recoleccion hasta que es minimamente procesado, van a influir en la calidad tanto del

producto entero como del cortado (Ayon-Reyna y col 2015).
a Materia prima

La obtencion de frutas y hortalizas minimamente procesadas comienza con una
buena seleccion de la materia prima. Para asegurar la calidad que demanda el
consumidor, debe usarse s6lo materia prima de alta calidad para la preparacion de
productos cortados, ya que la calidad final, dependera de la inicial utilizada. Estos
deben seleccionarse sin dafios fisiol6gicos ni patolégicos, libres de golpes, residuos
de pesticidas u otros dafios, ya que incidiran directamente sobre la calidad y vida util
del producto. Una pobre calidad en la materia prima producira productos minimamente

procesados de baja calidad (Montero-Calderén 2011; Ayén-Reyna y col 2015).
b Estado de madurez

El estado de madurez del fruto es de particular importancia, ya que tendra efecto
en la calidad después del corte y vida de anaquel. El grado de madurez es uno de los

factores mas importantes a tener en cuenta tanto en el momento de la recoleccién
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como del procesado, ya que tiene una gran influencia sobre la calidad del producto

final (Argafiosa y col 2008).
c Cortado y pelado

Los frutos al ser pelados y cortados sufren el rompimiento de tejidos y exponen
una mayor area a las condiciones ambientales externas, favoreciendo la pérdida de
humedad, el ablandamiento de los tejidos, la pérdida de aromas, los cambios de color
y la entrada de microorganismos indeseables. Se han reportado diferentes formas de
corte en papaya, las cuales incluyen cubos, rodajas, cilindros, mitades y trozos. La
relacion de area de superficie/volumen de un producto es un factor importante que
incide en la evaporacion. Como consecuencia del cortado y pelado, se ha observado
un decrecimiento acelerado de firmeza, asi como el contenido de azucares (Argafiosa

y col 2008; Montero-Calderon 2011).
d Temperaturay humedad relativa (HR)

Los procesos metabdlicos estan en funcion de la temperatura y la humedad
relativa. La respuesta de los productos frescos cortados, dependera del tipo de
producto, grado de madurez y practicas antes y después de la cosecha, pero en todos
los casos, deben ir acompafiadas por un buen control de la temperatura durante toda
la cadena de produccion y comercializacion del producto, siendo la temperatura ideal
de 5 °C. Temperaturas mayores aceleran el deterioro y minimizan el efecto beneficioso
de cualquier tratamiento estabilizante (Montero-Calderon 2011). Las temperaturas
bajas reducen la respiracion, inhiben el crecimiento microbiano y retardan la actividad

metabdlica, maduracion y senescencia (Argafosa y col 2008), minimizando las
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diferencias de respiracion entre un producto cortado y uno entero, retardando ademas

el crecimiento microbiano (Ayén-Reyna y col 2015).
e Ataque microbiano

Las frutas y hortalizas estan constituidas principalmente de agua, por lo que al
pelarse y/o trocearse resulta en una alta actividad de agua (>0.99), aunado a la
presencia de nutrientes que permiten el crecimiento de microorganismos (Ragaert y

col 2007).

La mayoria de los frutos presentan pH’s acidos (bajos), lo cual supone un factor
gue los protege contra el ataque de microorganismos; sin embargo, el fruto de papaya
posee un pH alto lo cual lo hace mas susceptible al ataque microbiano (Ayon-Reynay

col 2015).
5 Cambios producidos durante el procesamiento minimo

Las operaciones que intervienen en la preparacion de alimentos frescos cortados
inducen un rapido agotamiento enzimético de antioxidantes naturales en respuesta a
la lesion. Cuando los tejidos son cortados, se tiene una menor barrera a la difusion de
gases, esto es debido al rapido deterioro, al incremento de la respiracién y produccion
de etileno en comparacion con el producto intacto (Argafiosa y col 2008). Estos
cambios fisiolégicos pueden ser acompafados por decoloracién de la superficie
cortada, incremento en la velocidad de pérdida de vitaminas, rapido ablandamiento,
cambios en la textura, encogimiento, pérdida de sabor y produccién de malos sabores.
Las operaciones de pelado y troceado asi como la manipulacién del producto

procesado previo al envasado y almacenamiento, influyen significativamente en los
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distintos mecanismos de alteracion al provocar cambios fisicos, quimicos y fisiol6gicos

(Ayon-Reyna y col 2015).
a Cambios fisiologicos

Los tejidos de las frutas y hortalizas frescas cortadas estan vivos y por ello,
responden a los cortes realizados durante su preparacién con un aumento en su
actividad fisiolégica y una mayor susceptibilidad al deterioro, el dafio fisico ocurre en
respuesta al procesamiento del fruto iniciando una serie de eventos incluyendo un
incremento en la velocidad de respiracion y produccion de etileno, y un incremento en
la actividad de un gran numero de hidrolasas de la pared celular y lipasas de la
membrana. La respiracion es un proceso fisiologico mediante el cual el material
organico acumulado (hidratos de carbono, proteinas, grasas), y particularmente los
azucares, son oxidados, liberando energia que puede ser utilizada por la célula para
desempenfiar sus funciones y puede ser liberada en forma de calor. Durante la
respiracion se consume oxigeno (O2) y se libera diéxido de carbono (CO2) y vapor de
agua. El procesamiento minimo provoca el incremento en la tasa de respiracion y
produccion de etileno del producto en minutos y puede reducir la vida media de 1-2
semanas a tan solo 1-3 dias, aun cuando las temperaturas sean las 6ptimas (Montero-

Calderon 2011; Ayon-Reyna y col 2015).
b Cambios fisicos

El oscurecimiento de la superficie cortada es la principal preocupacion
relacionada con la corta vida de anaquel de frutas y vegetales frescos cortados. Estos
productos son vulnerables a la pérdida de color debido al dafio causado a las células,

los tejidos y a la falta de una cubierta de proteccion (Ayon-Reyna y col 2015). La
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enzima polifenol oxidasa (PPO) es la responsable del oscurecimiento del tejido,
ademas disminuye la actividad antioxidante por la pérdida de compuestos (Sillani y

Nassivera 2015).
1) Color

La pérdida de color en la superficie cortada es la principal preocupacion
relacionada con la corta vida de anaquel de frutas y vegetales frescos cortados. Estos
productos son vulnerables a la pérdida de color debido al dafio causado a las células,
los tejidos y a la falta de una cubierta de proteccion. El oscurecimiento del tejido debido
a la degradaciéon de fenoles, catalizada por la enzima polifenol oxidasa (PPO)

(Montero-Calderén 2011; Dotto y col 2015).
2) Firmeza

La textura es un atributo importante de las frutas frescas cortadas que determina
la aceptacion o rechazo por los consumidores. El procesamiento minimo provoca una
pérdida de firmeza en el tejido de las frutas como resultado del estrés ocasionado por
el corte (Montero-Calderon 2011). El ablandamiento del fruto de papaya, derivado de
la accién de hidrolasas inducidas por etileno, es un factor de calidad dificil de controlar
durante poscosecha. La papaya es un fruto que muestra una rapida disminucién de la
firmeza después del corte. Esto puede ser debido a la herida inducida
incrementandose la actividad de las enzimas de la pared celular y membranas,
contribuyendo a la rapida deterioracion de la papaya fresca cortada (comparandola

con fruta intacta almacenada bajo las mismas condiciones) (Dotto y col 2015).
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3) Pérdida de peso

La pérdida de peso en frutos frescos cortados se le atribuye a la transferencia de
agua de las células dafadas, ya que éstos, estan constituidos principalmente de agua,
y durante el procesamiento, se pierde agua a través de la superficie del tejido que ha

sido cortada (Sillani y Nassivera 2015)
¢ Cambios quimicos

La acidez de los frutos se expresa normalmente en términos de pH y acidez total
titulable (ATT), mientras que la concentracion de azUcares es reportada como
concentracion de sélidos solubles totales (CSST) o °Brix. Estos valores difieren entre
variedades de papaya, ademas de influir en algunos factores como el estado de
madurez, los tratamientos aplicados y las condiciones de almacenamiento (Gayosso-

Garcia Sancho y col 2010).
1) Concentracion de sélidos solubles totales

La concentracion de solidos disueltos en frutos, estd compuesta principalmente
por azucares, sin embargo, cuando el fruto comienza a sobremadurarse el contenido
de azlcares disminuye debido a éstos azUcares son utilizados para la respiracion del
fruto y las reservas de almidon estan agotadas. Al momento de procesar los frutos,
deben de tener una madurez adecuada para el consumo. El dafio causado por el corte
aumenta su velocidad de respiracion requiriendo mayor consumo de energia
(azucares) para llevar a cabo las diferentes reacciones metabdlicas (Sillani y Nassivera

2015).
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2) pHy acidez total titulable

La acidez titulable representa el contenido de acidos organicos en cualquier fruta
u hortaliza. Debido a que los acidos organicos (predominando acido citrico y acido
malico en papaya) son los sustratos de reacciones enzimaticas durante la respiracion
0 son convertidos en azucares, se produce un incremento en el pH durante el
almacenamiento. El contenido de acido en papaya es muy bajo y contiene casi la
misma cantidad de &cido citrico y de acido malico, los cuales disminuyen sus
concentraciones durante la maduracién (Argafiosa y col 2008; Sillani y Nassivera

2015).
3) Sabory aroma

Los cambios en el aroma y sabor de frutas y hortalizas constituyen el tercer factor
de importancia en la aceptacion de las mismas por parte del consumidor, sin embargo,
una buena apariencia del fruto no necesariamente implica que éste sea de buena
calidad, ya que pueden tener olor y sabor desagradables (Ayén-Reyna y col 2015). El
sabor esta determinado por el contenido de azUcares, acidos organicos, componentes
fendlicos y volatiles. Los compuestos volatiles son principalmente ésteres, alcoholes,
cetonas y aldehidos que confieren el aroma de los frutos, y los acidos organicos
contribuyen con el sabor creando un balance con los azucares en frutos especificos
(Sillani y Nassivera 2015). Los frutos al madurar producen compuestos responsables
del aroma. Estos compuestos volatiles son liberados al ocurrir una ruptura de las
células, y las enzimas se ponen en contacto con los sustratos (Montero-Calderén

2011).
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6 Métodos de conservacion

El mercado de frutas y hortalizas minimamente procesadas esta creciendo
sostenidamente, sin embargo, estan bajo constante estudio debido a las dificultades
que se presentan para preservar su calidad como producto fresco por periodos
prolongados. Se han realizado estudios enfocados en el uso de diversos tratamientos
para extender la vida de anaquel, por ejemplo, la adicién de antioxidantes (acido
ascorbico), agentes para la firmeza (derivados del calcio), almacenamiento en
atmosfera modificada con reduccion en los niveles de oxigeno y la inhibicién de la

actividad de enzimas degradativas (Montero-Calderon 2011; Ayon-Reynay col 2015).
a Refrigeracion

La técnica mas utilizada durante el almacenamiento de frutas, es la refrigeracion,
la cual tiene mayor efecto sobre la calidad del producto al reducir la velocidad de
deterioro, mantener la apariencia, el sabor y valor nutricional; permitiendo un mayor
tiempo del producto en el mercado. El almacenamiento a temperaturas bajas es el
método primario para controlar la velocidad de deterioro de productos frescos, ya que
reduce la velocidad de respiracion (Sillani y Nassivera 2015). La reduccion de la
temperatura puede sustancialmente reducir la velocidad de muchos procesos
metabdlicos que conducen a la deterioracion y la pérdida de la calidad, ademas el
crecimiento y dispersion de los patdgenos se reduce al minimizarse el metabolismo de
los mismos. La temperatura recomendada para la distribuciéon y comercializacion de
los productos frescos cortados oscila entre 0 y 4°C hasta el momento de ser

consumidos (Bojérquez Gélvez y col 2010).
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b Atmoésferas modificadas

Para conservar los productos minimamente procesados es necesario el uso de
un envase apropiado con el fin de proteger al producto contra dafios fisicos a la vez
de ofrecer una barrera a la entrada de microorganismos indeseables y la salida de
compuestos volatiles aromaticos. Actualmente, existe en el mercado una gran variedad
de materiales poliméricos con distintas caracteristicas de permeabilidad al oxigeno y
al diéxido de carbono, con los cuales puede alcanzarse una correcta modificacion de
la composicién de los gases dentro del envase. La modificacion de la atmdsfera puede
hacerse pasiva o activamente. En el primer caso, los envases se llenan y se cierran,
atrapando el aire, de modo que la composicion inicial en el interior de los envases es
similar a la del aire, y ésta cambia durante el almacenamiento como resultado de la
respiracion del producto envasado y el intercambio de gases a través de la superficie
del envase. En el segundo caso, se sustituye el aire por una mezcla de gases antes
de sellar los envases. El uso de atmosferas modificadas ayuda a retardar la aparicion
de sintomas de deterioro como la pérdida de firmeza, cambios en el color y apariencia
del producto y reduccion en la tasa respiratoria, con lo cual la vida util puede
prolongarse significativamente. Sin embargo, el efecto difiere segun el tipo de
producto, la composicion de los gases y las caracteristicas de los envases. Atmdésferas
con bajo contenido de oxigeno (1 a 5%) y alto contenido de dioxido de carbono (5-
10%) pueden reducir significativamente la actividad metabdlica de frutos como
manzana y pera, hasta pueden retardar el crecimiento de microorganismos

indeseables (Montero-Calderén 2011).
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¢ Recubrimientos con peliculas comestibles

Actualmente, el uso de recubrimientos comestibles es quizas la técnica mas
novedosa y prometedora para alargar la vida atil de este tipo de productos, por los
beneficios que aporta como barrera a los gases y al vapor de agua, ademas de la
posibilidad de utilizarlo como vehiculo de sustancias activas en el alimento,
permitiendo conservar la calidad de los trozos de frutas y hortalizas frescas cortadas.
Generalmente, el recubrimiento comestible se forma directamente sobre la superficie
de los trozos de frutas y hortalizas, como una capa uniforme muy fina. Estos
recubrimientos pueden ser de origen proteico (caseina, proteinas de suero, colageno,
zeina de maiz y proteina de soja) o de origen polisacaridos (como celulosa, pectinas,

almidon y Quitosano (Montero-Calderon 2011).

E PAPAYA

1 Generalidades

Papaya es una fruta tropical nativa de América y estd ampliamente distribuida en
el mundo. Es principalmente producida para consumo en fresco, mermeladas o zumos.
Se considera uno de los frutos mas importantes en el mundo debido a su alto
rendimiento y valor nutricional, ya que posee vitaminas y minerales, que son elementos
fundamentales en los procesos bioquimicos y metabdlicos que tienen lugar en el
cuerpo humano, ademas, por su contenido de antioxidantes y fibra, ofrece un efecto
favorable en la digestion, asimilacion de alimentos y en el funcionamiento del

organismo (Ayon-Reyna y col 2015; Dotto y col 2015).
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a Origen y distribucion
La papaya se considera originaria de Centro América a pesar de no haberse
encontrado en forma silvestre, sin embargo, se han observado especies afines como
Carica peltata y otras formas primitivas de frutos pequefios, que aparecen en
poblaciones espontaneas ubicadas desde el sur de América Central hasta el Noreste

de América del Sur (Ayon-Reynay col 2015).

Actualmente esta fruta es cultivada a pequefa escala en casi todos los paises
tropicales y subtropicales del mundo y a mayor escala se cultiva en paises como India,
Brasil, Indonesia, Sudafrica, Ceilan, Islas Canarias, Archipiélago Malayo y Australia

(Valdes Arevalo y Valdez Aguirre 2014).

En México se cultiva principalmente en los Estados de Veracruz, Chiapas,
Michoacan y Oaxaca, sin embargo, también es cultivado en los Estados de Baja

California, Guerrero, Jalisco, Nayarit y Sinaloa (Jiménez y col 2010).

b Variedades
Gracias a que el papayo se reproduce por semilla, se ha desarrollado un gran
namero de variedades, empleandose en cada zona de cultivo las mejor adaptadas a

sus condiciones climatologicas (INFOAGRO 2016).

Destacan las variedades Solo, Bluestem, Graham, Betty, Fairchild, Rissimee,
Puna, Hortusgred, Sunrise, Sunset y Maradol. Las variedades mas aceptadas son la
Solo, cuyo fruto, en plantas hermafroditas, pesa unos 450 gramos; la forma es de pera,
la cascara dura y el sabor dulce; y la variedad Maradol, la cual tiene un color externo

amarillo-naranja-brillante y presenta un intenso color interior rojo-salmén, color que se
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atribuye a la presencia de criptoxantina 3, licopeno y caroteno a y 3 (Ayon-Reyna'y col

2015).

En la Maradol certificada prevalecen las frutas alargadas y su peso oscila entre
1.5 a 2.6 kg (3.3 a 5.7 libras por fruta). México, como quinto productor mundial, ha
logrado con este tamafio buen mercado de exportacion hacia Estados Unidos y Europa

(Propapaya 2012; INFOAGRO 2016).

Papaya Maradol representa un producto rentable para la produccion, ademas,
cuenta con multiples aplicaciones, sin embargo, no recibe valor agregado de forma
importante; tan solo se produce, distribuye y consume en fresco (Ayon-Reyna y col

2015; INFOAGRO 2016).

2 Aspectos bioquimicos y fisiolégicos
a Fruto
Es una baya grande que varia ampliamente en tamafio, alargado a globoso en la
cavidad central, semillas negras, tuberculosas y encerradas en un arilo transparente
(Krishna y col 2008). El color de la pulpa varia de amarillo oro hasta rojo salmén, y el
latex de la fruta inmadura posee una enzima, la papaina, de naturaleza proteolitica,
utilizada para ablandar carnes, para aclarar bebidas y para fines medicinales e

industriales (Ayon-Reyna y col 2015).

b Composicion quimicay valor nutrimental
La papaya es una fruta que contiene un alto valor nutritivo. Es baja en calorias y
rica en vitaminas y minerales, ademas por su alto contenido ocupa los primeros lugares
entre los frutos, se destaca una composicién rica en vitamina C, vitamina A |,

riboflavina, acido fdlico, calcio, tiamina, hierro, niacina, potasio y fibra. El bajo
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contenido de ésta comparada con las demas frutas, la convierte en una de las favoritas
de las personas que estan en régimen de reduccion de peso. Contiene mas
carotenoides comparadas con otras frutas como manzanas, guayabas y platanos, lo
cual, ayuda a prevenir el dafio causado por el ataque de radicales libres (Krishna y col

2008).

Su valor nutritivo es alto: cien gramos de pulpa, suministran los requerimientos
minimos diarios de vitamina C y la mitad de la vitamina A. El contenido de vitamina C
se incrementa gradualmente durante el desarrollo y maduracion de la fruta a diferencia
de las demés frutas cuyos niveles de vitamina C disminuyen a medida que maduran

(Arango-Wiesner 2012).

La composicion tipica de la papaya se muestra en el Cuadro 2. La fruta madura
contiene alrededor de 85 % de agua, 10 a 13 % de azucares, 0.6 % de proteinasy es
baja en calorias. Ademas practicamente no contienen almidén. Cien gramos de pulpa
contiene entre 2000 a 3000 unidades de vitamina A y 33 a 55 mg de vitamina C, y
cantidades variables de vitamina B. El contenido de azlcares en la papaya varia
considerablemente, dependiendo de la variedad y de las condiciones de cultivo. La
composicién de azucares en papaya madura es de 48.3% de sacarosa, 29.8% de
glucosay 21.9% de fructosa. Contiene unos 106 compuestos volatiles siendo el linalol
el compuesto mayoritario y el causante del olor caracteristico de la papaya fresca

(Ceballos-Chan 2005; Ayén-Reyna y col 2015).
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Cuadro 2. Composicion en fresco del fruto de papaya.

Componentes por porcion comestible de 100 g

Humedad 85.9-92.6 g
Calorias 23.1-25.8 cal
Grasa 0.05-0.96 g
Proteina 0.081-0.34 g
Carbohidratos 6.17-6.75 g

Fibra 0.51-1.3 g
Potasio 183.0 mg

Sodio 4.0 mg
Fosforo 12.0 mg
Cenizas 0.31-0.66 g

Hierro 0.25-0.78 mg

Fuentes: Ceballos-Chan 2005; Ayon-Reyna y col 2015.
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c Maduracion y senescencia

El color de la cascara es la caracteristica mas utilizada para evaluar el estado de
maduracion de los frutos de papaya. Las recomendaciones para la cosecha se basan
en el cambio del color verde oscuro a verde claro y la aparicion de tonos amarillos en
el extremo distal. La comercializacion se realiza desde el estado de rompimiento del
color verde a ¥, ¥2 y ¥ de madurez, mientras que el consumo se recomienda cuando
la cascara de los frutos presenta 75% o mas de color amarillo. El patron de coloracion
en papaya no esta restringido a las franjas amarillas y pueden aparecer sitios de color
amarillo en casi cualquier parte de la cascara del fruto (Santamaria Basulto y col 2009).

Frutos climatéricos tales como papaya se caracterizan por un incremento en la
velocidad de respiracion y en la biosintesis de etileno durante el proceso de
maduracion. En esta etapa de maduracion ocurren una serie de eventos y reacciones,
donde las moléculas de alto peso molecular (tales como el almidon) son degradadas,
resultando en moléculas con bajo peso molecular (tales como azUcares y acidos
organicos) (Gayosso-Garcia Sancho y col 2010), ocurren cambios de color, aroma,
sintesis de proteinas y cambios de textura del fruto, provocando un ablandamiento
progresivo que disminuye la vida de anaquel y reduce la calidad comercial de los frutos.
El ablandamiento del mesocarpio y el endocarpio se debe a la actividad de enzimas
gue degradan la pared celular (Ayon-Reyna y col 2015).

Aproximadamente el 95% de la producciéon nacional de papaya corresponde a la
variedad Maradol, por lo que debido a su importancia se han desarrollado los indices
de madurez no objetivos para esta variedad (Cuadro 3, Figura 7) basados en el
cambio de color externo. Este parametro es ampliamente usado como un indice de

madurez visual en muchos frutos, mientras que sélidos solubles totales y firmeza
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Cuadro 3. Caracteristicas de los indices de madurez del fruto de papaya Maradol.

Estado de Descripcion
madurez
Fruto verde Piel verde sin rayas amarillas; pulpa muy dura y de color

blanca; semillas bien formadas pero de color blanco o
ligeramente oscuras.

1 Piel verde con ligeras rayas amarillas; la pulpa presenta
algunas areas con color naranja; es muy dura y contiene
grandes cantidades de latex.

2 Piel verde con rayas de color amarillo bien definidas; la
pulpa cercana a la cavidad de las semillas es de color
naranja y ligeramente verde la cercana a la piel aunque
todavia dura y con grandes cantidades de latex.

3 Una o mas rayas de color naranja en la piel; la pulpa casi
completamente de color naranja, excepto cerca de la piel;
todavia dura pero contiene menos latex.

4 Piel claramente de color naranja con algunas areas
ligeramente verdes; pulpa completamente naranja,
excepto cerca del pedunculo, mas blando que en estado 3,
pero sigue estando dura para consumo, bajo contenido de
latex.

5 La piel muestra el color naranja caracteristico de la
variedad maradol, la pulpa se encuentra firme apropiada
para el consumo; ya no presenta latex.

6 Condiciones similares al estado 5, pero con un color
naranja mas intenso en la piel y la pulpa todavia mas
blanda adecuada para el consumo.

Fuentes: Santamaria Basulto y col 2009; Ayon-Reyna y col 2015.
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Figura 7. Visualizacion de cada estado de madurez de papaya “Maradol” (Hernandez

y col 2014).
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pueden ser usados como estandares de calidad. Estos cambios de color envuelven la
pérdida de clorofila, sintesis de nuevos pigmentos como carotenoides vy
desenmascaramiento de otros pigmentos previamente formados durante el desarrollo
del fruto (Santamaria Basulto y col 2009).

3 Importancia econémica
a Produccion mundial

Las regiones de Centro, Sudamérica, Africa y parte de Asia, se han convertido
en las principales regiones productoras del mundo; debido a diversos factores como
climay suelo. Los principales paises productores son India, Brasil, Indonesia, Nigeria,
y México, mismos que en conjunto aportan alrededor del 81 por ciento de la produccion
mundial. En la actualidad, India se posiciona como principal pais productor de papaya
con alrededor del 50 por ciento de lo producido, equivalente a 5,544,000 toneladas;
mientras que Brasil ocupa el segundo lugar con 1,582,638 toneladas producidas y
México el quinto lugar con 764,514 toneladas (Cuadro 4), lo cual indica su importancia
econdémica en el mercado internacional (FAO 2016).

b Produccién nacional

Con respecto a México, la produccion ha observado desde 1999 una acelerada
expansion, lo que se explica por los importantes flujos de inversion en tecnologia, asi
como al crecimiento natural en la superficie cultivada al ser un area de oportunidad
para el sector primario (Ayén-Reyna y col 2015).

Para diciembre del 2014 se reporté una produccion nacional de 836,370
toneladas con una superficie de 16 000 hectareas sembradas, siendo Oaxaca el

principal Estado productor con 273,280 toneladas aportando el 28.2% de la
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Cuadro 4. Produccion mundial de papaya durante 2013.

Pais Produccién (toneladas)
India 5,544,000
Brasil 1,582,638
Indonesia 871,275
Nigeria 773,000
México 764,514
Republica Dominicana 531,601
Cuba 197,842
Colombia 187,707
Filipinas 166,261
Peru 149,776

Fuente: FAO 2016.
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produccion, seguido de Chiapas y Colima con 159,564 y 98,499 toneladas,
respectivamente (SAGARPA 2016).

En el Cuadro 5 se muestran los principales Estados productores de papaya en
Meéxico.

c Importancia en el estado

Segun datos de SAGARPA en 2014, El Rosario fue el principal municipio
productor de Sinaloa, con un poco mas del 52 % de la produccion a nivel Estado.
Sinaloa, aporta apenas el 1.3% de la produccion de papaya a nivel nacional
(SAGARPA 2016), sin embargo, es una entidad con amplias perspectivas de desarrollo
en el cultivo de esta fruta, debido a la situacién geografica y a las condiciones

climatolégicas adecuadas para su propagacion (Ayén-Reyna y col 2015).
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Cuadro 5. Produccion nacional de papaya durante 2014.

Estado Produccién (toneladas)
Oaxaca 273, 280
Chiapas 159, 564
Colima 98, 499
Veracruz 81, 803
Michoacan 48, 046
Guerrero 40, 461
Campeche 25, 596
Jalisco 22,779
Yucatan 20, 057
Quintana Roo 15, 720

Fuente: SAGARPA 2016.
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IV JUSTIFICACION

La produccidon de crustaceos, apoyada fuertemente por el crecimiento de la
acuicultura, es cada vez mayor en los paises en desarrollo. Subproductos derivados
de camaron si no son tratados adecuadamente se convierten en un grave problema
de contaminacion. Comercialmente, los subproductos de camarén son tratados
esencialmente para la extraccion y aislamiento de Quitina y su derivado el Quitosano,
por el método tradicional acido-alcalino. No hemos encontrado informacion en la
literatura sobre la optimizacion de fermentacion acido lactica, utilizando residuos de la
industria como cabezas de camarén, suero de leche y melaza; asi como, la
caracterizacion del Quitosano obtenido a partir de la quitina obtenida con condiciones
optimizadas de fermentacion. El interés de dicho biopolimero (Quitosano) es debido a
sus aplicaciones potenciales en diversas areas; en afos recientes se ha empleado
como pelicula comestible y recubrimiento en alimentos procesados minimamente, ya
gue éstos se estan volviendo cada vez mas populares, debido a su conveniencia,
facilidad de uso y los beneficios que traen a la salud. Sin embargo, es necesario
estudiar el efecto de cubiertas de Quitosano obtenido en las mejores condiciones de
proceso de fermentacion lactica de cabezas de camardn sobre el comportamiento
poscosecha de un fruto modelo procesado minimamente. Papaya es un fruto de
importancia comercial en Sinaloa, el cual ya ha sido caracterizado en su vida
poscosecha después de haber sido procesado minimamente empleando cubiertas de
Quitosano obtenido por el método quimico convencional, representado un buen
modelo de estudio para contrastar con el Quitosano obtenido a partir del proceso

bioldgico-quimico de cabezas de camaron.
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V HIPOTESIS

El Quitosano obtenido por el proceso biologico-quimico de cabezas de camaron
empleando condiciones optimizadas de fermentacion acido-lactica, y residuos de las
industrias lactea y azucarera (suero de leche y melaza de cafia) como fuentes de
inoculo (bacterias acido lacticas) y energia (azucar) al aplicarse como recubrimiento
en rebanadas de papaya procesadas minimamente mantiene sus caracteristicas de
calidad y retarda el crecimiento microbiano durante su almacenamiento poscosecha,

de manera similar al Quitosano obtenido por el método quimico convencional.
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VI OBJETIVOS
A GENERAL

Evaluar el efecto de cubiertas de Quitosano obtenido en las mejores condiciones
del proceso de fermentacion &acido lactica de cabezas de camardén sobre el
comportamiento poscosecha de papaya procesada minimamente.

B ESPECIFICOS

1. Optimizar el proceso de fermentacion acido lactica de cabezas de camarén de
desecho empleando suero de leche y melaza como fuentes de inoculo y
energia, para conocer las mejores condiciones para producir Quitosano con
valores altos de rendimiento y grado de desacetilacion, y valores bajos de
cenizas.

2. Evaluar el comportamiento poscosecha de papaya procesada minimamente
empleando cubiertas de Quitosano obtenido en las mejores condiciones del
proceso de fermentacién 4cido lactica de cabezas de camaron.

3. Evaluar el efecto antimicrobiano del Quitosano obtenido en las mejores

condiciones del proceso de fermentacion acido lactica de cabezas de camaron.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron cabezas de camardon (Litopenaeus vannamei) de desecho,
obtenidos en el mercado Garmendia, localizado en la ciudad de Culiacan, Sinaloa. Las
cabezas de camaron fueron transportadas al Laboratorio de Tecnologia Poscosecha
y Fermentaciones de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas (FCQB) de la
Universidad Auténoma de Sinaloa, donde fueron lavadas y trituradas con un extractor
eléctrico, posteriormente pesadas y congeladas para su conservacién hasta su uso.
Suero de leche fue proporcionado por una empresa quesera de la localidad, el cual fue
colocado en refrigeracion y utilizado hasta alcanzar un pH entre 5 y 4.5. Melaza fue
proporcionada por el ingenio azucarero de Eldorado, Sinaloa, se colocé en recipientes

y fue almacenada a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

Papaya (Carica papaya L.) variedad Maradol fue adquirida en el mercado de
Abastos, localizado en Culiacan, Sinaloa. Los frutos se seleccionaron con base en
libertad de defectos, uniformidad de color y tamafio. Los frutos fueron trasladados al
Laboratorio de Fisiologia y Tecnologia Poscosecha de la Maestria en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autbnoma de Sinaloa, donde fueron
sometidos a un lavado con hipoclorito de sodio usando una solucion de 200 ppm. Los
frutos fueron pelados, se les removio la semilla y se cortaron transversalmente para
obtener rebanadas de 1 cm de espesor. Enseguida, las rebanadas fueron divididas en
3 lotes, uno fue sumergido en agua, otro se sumergio en una solucion de Quitosano
comercial (1%, p/v) y un tercero fue sumergido en una solucion que contenia

Quitosano (1%, p/v) obtenido en las mejores condiciones de fermentacion acido lactica
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de cabezas de camaron, las inmersiones fueron de 3 min (relacion 1/15
peso/volumen). Cada lote correspondié a un tratamiento: T1, inmersidon en agua
(Control); T2, inmersion en Quitosano comercial (Quit. Com.); T3, inmersion en
Quitosano optimizado (Quit Opt.). Una vez aplicados los tratamientos, las rebanadas
se colocaron en charolas de plastico, se envolvieron con pelicula adherible y se
almacenaron a 5°C por 10 dias. Las evaluaciones se realizaron cada dos dias para los

analisis de calidad y cada 5 dias para el andlisis microbiolégico (Figuras 8y 9).

B METODOS

1 Fermentacioén

Las cabezas de camardn fueron descongeladas y lavadas con abundante agua,
posteriormente se colocaron en un reactor por lotes, se les afiadio suero de leche y
melaza, la mezcla se homogenizé y se coloco a fermentar a temperatura ambiente. Se
llevé a cabo el proceso de fermentacion, debido a la accién de las bacterias acido-
lacticas (BAL) presentes en el suero, tomando como sustrato los azucares del mismo
y la melaza, produciendo &cido lactico. La relacion de cabezas de camardn/solucion

de fermentacion se mantuvo constante en 1/5 (p/v).
2 Obtencion de Quitina

Después del periodo de fermentacién, las cabezas de camarén se pasaron por
un colador y se lavaron con abundante agua fria para remover todo el residuo de

solucién (Niu y col 2013).
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Figura 8. Diagrama de flujo del desarrollo del experimento (ATT = Acidez total titulable,

CSST = Concentracion de solidos solubles totales).
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a Desproteinizacion

Este procedimiento se realizd con una solucion de hidroxido de sodio 1 M, en
relacion de 1/10 (p/v) durante un periodo de 1 h. Al finalizar este periodo la materia

sélida se lavo con abundante agua hasta que alcanzo6 un pH de 7.0 (Colina y col 2014).
b Desmineralizacion

La parte sélida se hizo reaccionar con una solucion de acido clorhidrico 1N, en
relacion de 1/10 (p/v) durante un periodo de 1 h. Al finalizar dicho periodo la materia

sélida se lavo con abundante agua hasta que alcanzo6 un pH de 7.0 (Juarez 2010).
c Despigmentacion

La materia solida se hizo reaccionar con una solucion de Hipoclorito de Sodio al
10% en relacién 1/10 (p/v), durante un periodo de 1 h. Al finalizar este periodo la parte
sélida se lavd con abundante agua. El producto fue secado a 65°C durante 24 h,

denominando a este producto Quitina (Franco 2010).
3 Obtencion de Quitosano

La desacetilacion de la Quitina se llevé a cabo por método heterogéneo en un
reactor por lotes, con una solucion acuosa de NaOH a una concentracién de 50% a
115°C, con un tiempo de reaccion de 4 horas y una relacion de 1/15 (p/v). El producto
fue enjuagado con agua corriente hasta neutralidad, secado a 65°C durante 24 h para

su posterior analisis y caracterizacion (Kaya y col 2015; Younes y Rinaudo 2015).
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a Caracterizacion de Quitosano

El primer paso en la caracterizacion de Quitosano fue purificar la muestra: se
disolvié en un exceso de acido y se filtr6 en membranas porosas (con diferentes
diametros de poro hasta 0.45 mm). Se ajusto el pH de la solucién a 7.5 mediante la
adicion de NaOH, lo cual provoco la floculacion debido a la desprotonacion y la
insolubilidad del polimero a pH neutro. El polimero se lavé con abundante agua y

posteriormente fue secado (Blanco y col 2013).

1) Contenido de Cenizas (%C)
El porcentaje de cenizas fue determinado siguiendo la metodologia de la AOAC
(2012), la muestra fue pesada antes y después de la combustién de aproximadamente
2 g en crisoles a peso constante, en una mufla a 550°C, durante 4 h, obteniendo asi la

diferencia de pesos, el porcentaje de cenizas se calculd con la siguiente ecuacion:

(14)

%C (Peso crisol con cenizas - Peso crisol)
(0) =
Peso muestra

}*100

El proceso final de enfriado se llevo a cabo en un desecador.
2) Rendimiento (%R)

El rendimiento (%R) del proceso se realizo de acuerdo a la metodologia reportada

por Hernandez y col (2009), se calculd utilizando la siguiente expresion:

RR
%R=——x100
RT (15)

donde:
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RT: Cantidad en gramos de la muestra con la que se comenz6 el proceso.

RR: Cantidad en gramos del producto final (Quitosano).
3) Grado de desacetilacion

Para obtener el grado de desacetilacion se utilizo la técnica de caracterizacion
mediante espectroscopia de absorcion infrarroja, la cual se emplea en analisis
cuantitativo y para determinacion de la estructura de los compuestos. Se utilizé un
Espectrometro FTIR marca Agilent Cary modelo 600 (USA). Los espectros de
Quitosano se tomaron preparando peliculas disolviendo 250 mg de Quitosano en 50
mL de acido acético al 6% (v/v) formandose un gel transparente y viscoso, este gel se
colocé en moldes plasticos con un area de 13 cm de diametro y luego se secaron a
temperatura ambiente en ausencia de luz hasta la obtencién de la pelicula. El grado
de desacetilacion (GD) se determind utilizando las ecuaciones propuestas por

Brugnerotto (Colina y col 2014).

Ao — (13822 +0.03133'GA (16)

1420

% GD=100 - GA (17)
4) Peso molecular
El peso molecular de los polimeros esta relacionado con la viscosidad intrinseca,
o indice de viscosidad limite, se utilizé para esto un viscosimetro Cannon Fenske
Routine 150 (USA). El peso molecular viscosimétrico se calculo de acuerdo a la
metodologia reportada por Zhang y col (2014). La viscosidad intrinseca se determino

mediante un grafico que relaciona la viscosidad reducida y la concentracion, en el sitio
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en el cual la extrapolacion de la recta obtenida se intersecta con el eje de las

ordenadas:

== =[n]+K[n]'C (18)

La viscosidad intrinseca se calcul6 por medio de los parametros K=1.81x10-3 y
a=0.93, los cuales dependen del intervalo de grado de acetilacion, del solvente usado
y de la temperatura. Conociendo la viscosidad intrinseca se determind el peso

molecular de las muestras utilizando la ecuacion de Mark-Houwink (Zhang y col 2014):

[n] = K*M,* (19)

donde:
n = Viscosidad intrinseca (mL/g)

Km = Constante caracteristica del sistema polimero-solvente.
a = Constante que depende de la configuracién de la cadena polimérica, varia de 0 a
1.

Mv = Peso molecular viscosimétrico promedio del polimero (g/mol).
b Optimizacion

Se utilizé la Metodologia de Superficie Respuesta (MSR) para optimizar las
condiciones de procesamiento (concentracion de azucar en la solucion/tiempo de
fermentacién) para la obtencion de Quitina y Quitosano, teniendo como variables de
respuesta porcentaje de cenizas, rendimiento y grado de desacetilacion. Se seleccioné
disefio experimental central compuesto rotable (DCCR) con dos variables de proceso
y cinco niveles de variacion. Para establecer la relacion entre las variables de proceso

y de respuesta se aplicé andlisis de regresion multiple a los datos experimentales
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obtenidos en las corridas. Los términos no significativos (P > 0.1) se eliminaron. Los
modelos de regresion obtenidos se utilizaron para crear graficas de superficie de

respuesta y de contornos para cada variable de respuesta (de la Paz y col 2012).

Para optimizar las condiciones de proceso, se utilizé la técnica de superposicion
de la metodologia de superficie de respuesta. Los graficos de contornos de las
variables de respuesta se sobrepusieron con lo cual se genero la region donde se
encontré la mejor combinacion de las variables de proceso. Se seleccion6 un punto
central como la mejor combinacion. Se utilizo el software Design-Expert (Version 7.01)

STAT- EASE (de la Paz y col 2012).

4 Andlisis de calidad

a Color

La determinacion de color se realizé de acuerdo a la metodologia reportada por
Ayb6n-Reyna y col (2015), utilizando un colorimetro Minolta CR 200 (Minolta
Chromameter, Japén), registrando los parametros L*, a* y b* de la escala de color
CIELAB, en el cual L* define la luminosidad y a* y b* son dos componentes cromaticos
y son de verde a rojo, y de azul a amarillo, respectivamente. Se tomaron dos lecturas

diferentes de cada rebanada (Ayén-Reyna y col 2015).
b Firmeza

La medicién de firmeza de las rebanadas de papaya se determiné utilizando un
penetrémetro digital Chatillon DFE Ametek modelo E-DFE-100 (North California, USA)

equipado con una punta plana de 11 mm de diametro. Se reporté la fuerza de
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compresion maxima en Newtons (N). Se tomaron dos lecturas por cada rebanada

(Saborio y col 2000).
¢ Concentracion de sélidos solubles totales

El contenido de solidos solubles totales se determiné de acuerdo al método oficial
22.014 de la AOAC (2012), utilizando un refractometro digital (Hanna instruments, Hl
96801, Rhode Island, USA). La evaluacion se realizé por triplicado colocando una gota
de jugo de papaya directamente sobre el refractometro. Los resultados se reportaron

como porcentaje de azucar (°Brix).
d pH

Se determiné utilizando el método 981.12 de la AOAC (2012) que consiste en
homogenizar 10 g de muestra con agua destilada neutra, posteriormente se filtr6 en
tela de organzay se aforé a 50 mL. El pH se evalué mediante la inmersién directa del
electrodo de vidrio de un potenciometro Orion (Orion research Inc, Boston, MA USA)
en la solucion aforada. Las determinaciones se realizaron por triplicado, expresandose

los resultados como iones hidrégeno.
e Acidez total titulable

La acidez titulable se determind de acuerdo al método oficial 942.15 de la AOAC
(2012). A partir de la solucion aforada para la determinacion del pH, se tomaron
alicuotas de 20 mL y se titularon con NaOH 0.1 N hasta un pH de 8.1+0.2. Se realizo

por triplicado y se reporté como porcentaje de acido citrico.

5 Anaélisis microbioldgico

a Preparacion de la muestra
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La muestra a analizar fue preparada de acuerdo a la metodologia reportada por
Ayon-Reyna y col (2015). 50 gramos de pulpa se mezclaron con 450 mL de agua
peptonada (1 %) y se homogeneizaron por 1 minuto en una licuadora (Osterizer M4108
10 VEL) bajo condiciones estériles, obteniéndose una dilucién 1:10. A partir de esta
dilucion se preparo la dilucion 1:100, mezclando 1 mL de la dilucion con 9 mL del medio
BHI (Infusién Cerebro Corazon, BD Bioxon) en un tubo falcon de 15 mL estéril (Ayon-

Reyna y col 2015).
b Mesoéfilos y psicroéfilos

Para el recuento de mesdfilos y psicroéfilos aerobios se tomaron 100 pL de las
diluciones preparadas (10 y 10?) por duplicado y se pipetearon asépticamente en
placas con agar para cuenta estandar (PCA, por sus siglas en inglés). Se utilizaron
asas de plastico estériles para distribuir uniformemente el inéculo en las placas. Para
el caso de mesofilos las placas se incubaron por 24-48 h a 37°C y para psicrofilos se
incubaron por 13-15 dias a 5°C (Ruiz-Cruz y col 2010; NOM-092). El conteo
microbiolégico de mesofilos y psicréfilos fueron reportados como UFC/g (unidades

formadoras de colonia por gramo de muestra) (Ayon-Reyna y col 2015).
¢ Hongosy levaduras

Para la determinacion de hongos y levaduras se tomaron 100 pL de las diluciones
preparadas (10 y 10?) y se inocularon en placas con agar Sabouraud. Las placas se
incubaron por 3-5 dias a 25°C (NOM-111; Ayon-Reyna y col 2015). Se realizaron tres
réplicas por dilucion y fueron analizadas por triplicado, el conteo de hongos y levaduras

fue expresado en UFC/g de tejido.
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6 Analisis estadisticos

Para el andlisis de varianza de los datos experimentales del estudio de calidad
poscosecha y analisis microbiolégico se utilizé un disefio completamente aleatorio con
dos factores: tratamiento (Control, Quit Com y Quit Opt) y tiempo de almacenamiento
(0, 2, 4, 6,8y 10 dias) y tres réplicas. Para el caso de los analisis microbioldgicos se
utilizaron los mismos dos factores, con la diferencia que el tiempo de almacenamiento
sé6lo tuvo 3 niveles (0, 5y 10 dias). La separacién de medias se realizé mediante la

prueba de Fisher con un nivel de significancia del 5% (P<0.05).
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VIIIRESULTADOS Y DISCUSION

A MEJORES CONDICIONES DE FERMENTACION LACTICA DE CABEZAS DE

CAMARON PARA LA OBTENCION DE QUITOSANO

En el Cuadro 6 se muestran las diferentes combinaciones de variables del
proceso de fermentacion lactica [tiempo de fermentacion (t)/ concentracion de azucar
(C) (h/%)] utilizadas para la produccion de Quitosano a partir de cabezas de camaron,
y los valores experimentales de las variables de respuesta [Cenizas, Rendimiento,

Grado de Desacetilacion] evaluadas al Quitosano producido.
1 Modelos experimentales de prediccion

A partir de los datos experimentales de Cenizas, Rendimiento, Grado de
Desacetilacion del Quitosano mostrados en el Cuadro 6 se obtuvieron modelos de
prediccién, como resultado de ajustar el polinomio “Yi = Bo + B1X1 + B2X2 + B12X1X2 +
B11X1? + B22X2%", que relaciona las variables de respuesta (Cenizas, Rendimiento,
Grado de Desacetilacién) evaluadas al Quitosano, con las variables del proceso de
fermentacion lactica (t y C). A estos modelos de prediccion se les prob6 su idoneidad
y ajuste por analisis de varianza (ANOVA). Meyers y Montgomery (2002) reportaron
que un buen modelo de prediccion debe tener una R? ajustada (coeficiente de
determinacién) < 0.80, un nivel de significancia de P < 0.05, un valor de coeficiente de
varianza (CV) < 10%, y prueba de falta de ajuste > 0.1; todos estos parametros fueron

usados para decidir el nivel de satisfaccion de cada modelo.
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Cuadro 6. Disefio experimental> empleado para obtener diferentes combinaciones de tiempo de fermentacion y
concentracion de azucar (t, C) para la produccién de Quitosano por fermentacion acido lactica de cabezas de camarén, y

resultados experimentales de las variables de respuesta (Cenizas, Rendimiento, Grado de desacetilacion).

Variables de proceso o
independientes® Variables de respuesta o
Tratamiento® Codificadas Originales dependientes®
No. X1 X2 t (h) C (°Brix) Y cenizas Y Rendimiento Yep
1 -1 -1 66 13 0.43 1.98 90.62
2 1 -1 264 13 0.24 1.80 76.10
3 -1 1 66 35 0.36 1.95 78.47
4 1 1 264 35 0.38 1.82 79.88
5 -1.414 0 25 24 0.61 1.96 87.04
6 1.414 0 305.01 24 0.45 1.67 76.91
7 0 -1.414 165 8.44 0.18 1.94 80.38
8 0 -1.414 165 39.56 0.29 2.02 77.07
9 0 0 165 24 0.31 1.65 85.57
10 0 0 165 24 0.35 1.66 85.25
11 0 0 165 24 0.33 1.65 86.32
12 0 0 165 24 0.31 1.61 86.34
13 0 0 165 24 0.30 1.66 85.61

aDiseflo central compuesto rotable con dos factores y cinco niveles; 13 tratamientos. "No corresponde al orden de
procesamiento. °X1 =t = Tiempo de fermentacién (h), X2 = C = Concentracion de aztcar (%). Y cenizas = Cenizas, YRendimiento

= Rendimiento, Yep = Grado de Desacetilacion.
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a Contenido de cenizas

El Quitosano obtenido por fermentacion lactica de cabezas de camaron presento
valores de contenido de cenizas entre 0.18 y 0.61 (Cuadro 6). El analisis de varianza
del modelo de prediccion para contenido de cenizas del Quitosano, muestra la relacion
entre esta variable de respuesta y las variables del proceso de fermentacion lactica (t
y C). El analisis de varianza mostré un modelo cuadratico significativo (p<0.0001) para
contenido de cenizas. Este analisis también mostré que el contenido de cenizas del
Quitosano fue significativamente dependiente de los términos lineales del tiempo de
fermentacion (t; p<0.0014) y la concentracion de azucar (C; p<0.0252), asi como del
término de interaccidon (t*C; p<0.0054) y los términos cuadraticos del tiempo de
fermentacion (t?; p<0.0001) y concentraciéon de azucar (C?; p<0.0014). El modelo de
prediccidon para el contenido de cenizas del Quitosano usando variables codificadas

fue:

Y,

Cenizas

=0.33-0.048X,+0.027X,+0.053X,X,+0.096X >-0.051X,2 (22)

El modelo de prediccién para el contenido de cenizas del Quitosano usando

variables no codificadas fue:

Y ooiae =0.62-4.862x107°t+0.014C+4.837x10°tC+9.747x10°t?-4.233x10C? ( 23)

Este modelo de prediccion explicé el 96.28% de la variabilidad total (p<0.0001)
de los valores del contenido de cenizas del Quitosano. El coeficiente de determinacion
R? ajustada del modelo fue 93.63% y la falta de ajuste no fue significativa (p<0.0001).

Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores
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predichos con el modelo (CV) fue de 7.48%. Estos valores indican que el modelo

experimental para el contenido de cenizas del Quitosano fue adecuado y reproducible.

A partir del modelo matematico de prediccion del Grado de desacetilacion se
construyeron graficos de contorno y de superficie de respuesta (Figuras 10) en los
cuales se observa el efecto de las variables del proceso de fermentacion (ty C) sobre

el Grado de desacetilacion de Quitosano.

En general se puede apreciar que conforme aumenta el tiempo de fermentacion
de las cabezas de camardn, menor es el contenido de cenizas. Posiblemente debido
al mayor tiempo de interaccién entre el acido lactico producido durante la fermentacion
y el carbonato de calcio presente en las cabezas de camardn, el cual proporciona la
dureza al mismo, dando como producto final de la fermentacion lactato de calcio. Es
importante destacar que diversos autores sefialan que un Quitosano con alto grado de
calidad debe tener un contenido de cenizas inferior al 1%, los Quitosanos obtenidos
en los diferentes tratamientos contienen valores menores al 1% de cenizas

(Benhabiles y col 2012; Blanco y col 2013; Arancibia y col 2015).

Benhabiles y col (2012), obtuvieron Quitosano a partir de residuos de cascaras
de camarén mediante un tratamiento quimico. Utilizaron soluciones de acido
clorhidrico en un intervalo de 0.25 hasta 2 N para desmineralizar, soluciones de
hidroxido de sodio desde 0.5 hasta 5 M a diferentes temperaturas (20-100°C) para
desproteinizar y una solucion de hidréxido de sodio al 50% a una temperatura entre
(90-100°C) por 5 h. El contenido de cenizas del Quitosano fue de 0.18%, en donde las

condiciones para su obtencion fueron: una solucién de &acido clorhidrico 1.5 N, una
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Figura 10. Gréfica de contornos (A) y de superficie de respuesta (B) que muestra el

efecto del tiempo (t) y concentracion de azucar (C) sobre el contenido de cenizas (%C)

del Quitosano obtenido por fermentacién acido lactica de cabezas de camarén.
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solucién de hidréxido de sodio 2M por 2 h a 55°C y una solucion de hidréxido de sodio

al 50% a una temperatura de 100°C por 5 h.

Juérez (2012), obtuvo Quitosano a partir de la desacetilacion de Quitina
proveniente de desperdicios de camaron. Se utilizé la sepa lactobacillus spp. (B2),
aislada de desperdicios de camardn tropical para fermentar los desperdicios de
camarédn. Después de la fermentacion se realizé una desproteinizacién con proteasas
comerciales para obtener Quitina bioldgica, la cual fue desacetilada por un método
termoquimico, con una solucién de NaOH (50%) por 4 h. El contenido de cenizas del
Quitosano fue de 19.05%. El contenido de cenizas es alto, comparado con los
resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que durante la desproteinizacion
enzimatica aparentemente no existe una considerable separacion de los minerales

presentes en la muestra.

Islam y col (2011) evaluaron las caracteristicas de Quitosano obtenido a partir de
desechos de camardon mediante tratamiento termoquimico. Utilizaron una solucion de
HCI al 4% para desmineralizar, una solucion NaOH al 5% a 90°C para desproteinizar

y una solucion al 70% para desacetilar, obteniendo un contenido de ceniza de 1.2%.

Duan y col (2012), realizaron la fermentacion acido lactica (FAL) de desperdicio
de camarodn, se observo una disminucidn importante en el contenido de grasas,
cenizas y proteina en los productos obtenidos al término de cada proceso,
comprobando el efecto que produce la FAL sobre el contenido de estos compuestos,
reduciendo el contenido de proteina desde un 30.8% hasta un 7.4%. Igualmente se

aminoraron estos subproductos después de realizar el lavado del desperdicio de
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camaron fermentado con agua corriente, este efecto se debié a los remanentes de
grasas, minerales y proteinas en la fase solida de la FAL, que no se encontraban
unidos covalentemente a la estructura de la Quitina, ya que estos fueron removidos
por el efecto de la fermentacion, pero no fueron arrastrados junto con el licor, problema
gue se resolvio realizando el lavado con agua, arrastrando consigo los subproductos
solubles y obteniendo asi la Quitina parcialmente purificada (QPP). Al mezclar una
enzima comercial con la QPP, ésta reaccionara directamente con las proteinas unidas
a la estructura de la Quitina. La Quitina pura que se obtuvo por método quimico,
presento valores de 0% de grasa, 0.12% de cenizas y un 5.92% nitrégeno, siendo este
altimo valor el mas importante, por ser un punto de comparacion para la determinacion

de la proteina residual en el proceso bioldgico.

Czechowska-Biskup y col (2012), obtuvieron un Quitosano con un contenido de
cenizas 1%, siendo superior al de las muestras comerciales (0.6%). Estos valores
estan influenciados por la presencia de impurezas de tipo mineral (calcio), resultados
acordes con el contenido calcareo caracteristico del exoesqueleto de camaron.
Ademas del origen, depende también de las propiedades y condiciones de obtencién
del Quitosano, debido a la relacion directa que existe entre la concentracion de la
disolucién de NaOH y su viscosidad, facilitando en mayor o menor medida la retencién

de impurezas.

b Rendimiento
El Quitosano obtenido por fermentacion lactica de cabezas de camardn presento
valores de rendimiento entre 1.61y 2.02 (Cuadro 6). El andlisis de varianza del modelo

de prediccion para el rendimiento del Quitosano, muestra la relacion entre esta variable
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de respuesta y las variables del proceso de fermentacion lactica (t y C). El analisis de
varianza mostro un modelo cuadratico significativo (p<0.0001) para rendimiento. Este
analisis también mostr6 que el rendimiento del Quitosano fue significativamente
dependiente de los términos lineales del tiempo de fermentacion (t; p<0.0001) y
concentracion de azucar (C, p<0.0001), asi como los términos cuadraticos del tiempo
(t?; p<0.0001) y concentracién de azucar (C?; p<0.0001). El modelo de prediccion para

el rendimiento del Quitosano usando variables codificadas fue:

Y,

endimionio =1-65-0.89X,+0.085X,+0.14X,+0.085X *+0.16X,° (24)
El modelo de prediccion para el rendimiento del Quitosano usando variables no

codificadas fue:

Y,

Rendiento

=2.781-3.749x10°t-0.063C+8.637x10°t*+1.351x10°C? (25)

Este modelo de prediccion explicé el 97.77% de la variabilidad total (p<0.0001)
de los valores de rendimiento del Quitosano. El coeficiente de determinacion R?
ajustada del modelo fue 96.66% Y la falta de ajuste no fue significativa (p<0.0001).
Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores
predichos con el modelo (CV) fue de 1.56%. Estos valores indican que el modelo

experimental para el rendimiento del Quitosano fue adecuado y reproducible.

A partir del modelo matematico de prediccion del rendimiento se construyeron
graficos de contorno y de superficie de respuesta (Figuras 11) en los cuales se
observa el efecto de las variables del proceso de fermentacién (t y C) sobre el

rendimiento de Quitosano.
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Figura 11. Gréfica de contornos (A) y de superficie de respuesta (B) que muestra el efecto
del tiempo (t) y concentracion de azucar (C) sobre el rendimiento (%R) de Quitosano obtenido

por fermentacién acido lactica de cabezas de camaron.
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Estas graficas muestran que a menores tiempos de fermentacion, los
rendimientos son mayores y conforme aumenta el tiempo, este parametro disminuye.
Esto coincide con la tendencia del contenido de cenizas, ya que a menores tiempos
de fermentacion mayor contenido de cenizas, 10 que propicia una produccién mayor

de Quitosano, por lo tanto, mayores rendimientos.

Marmol y col (2004) estudiaron la desacetilacion termoquimica de Quitina
obtenida de exoesqueletos de camarédn. Utilizaron una concentracion de 50% de
NaOH a temperaturas de 60 y 100°C por 2 h. El rendimiento del proceso fue de

18.42%.

Khanafari y col (2008) evaluaron el rendimiento de Quitina y Quitosano mediante
los métodos quimico y biologico. EI método quimico consistié en una solucion al 2%
de hidroxido de sodio a 90°C por 2 h y una solucién de acido acético al 10% a 60°C
por 6 h. Para el tratamiento bioldgico, utilizaron 3 microorganismos, lactobacillus
plantarum (PTTC 1058), lactobacillus acidophilus (PTTC 1643) y lactobacillus
rhamnosus (PTCC 1637). El rendimiento para el método quimico fue de 41% y para el

método bioldgico fue de 31-42%.

Hernandez y col (2009) obtuvieron Quitosano a partir de exoesqueletos de

camaron mediante tratamiento quimico. Teniendo un rendimiento global de 15.58%.

Islam y col (2011) evaluaron las caracteristicas de Quitosano obtenido a partir de
desechos de camardén mediante tratamiento termoquimico. Utilizaron una solucion de
HCI al 4% para desmineralizar, una solucion NaOH al 5% a 90°C para desproteinizar

y una solucion al 70% para desacetilar, obteniendo un rendimiento de 15.21%.
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Zamarron y col (2014) estudiaron el efecto de 2 tratamientos termoquimicos para
la obtencion de Quitosano a partir de exoesqueletos de langostinos. Alcanzaron un
rendimiento de 17%, rendimiento similar a lo reportado para desperdicios de camaron

obtenidos mediante tratamiento termoquimico.

Gamal y col (2016), optimizaron el proceso de extraccion de Quitina mediante
bacillus subtilis a partir de exoesqueletos de camaron y estudiaron el impacto de la
irradiacion de rayos gamma en la produccion de Quitosano de bajo peso molecular, el
cual se obtuvo con una solucién de 40% de hidroxido de sodio a 135°C por 2 h para

desacetilar. Los rendimientos fueron de 4.84-10.12%.
¢ Grado de desacetilacion

El Quitosano obtenido por fermentacion lactica de cabezas de camardn presento
valores de Grado de desacetilacion entre 76.10 y 90.62 (Cuadro 6). El analisis de
varianza del modelo de prediccion para Grado de desacetilacion del Quitosano,
muestra la relacion entre esta variable de respuesta y las variables del proceso de
fermentacion lactica (t y C). El analisis de varianza mostré6 un modelo cuadrético
significativo (p<0.0001) para Grado de desacetilacion. Este analisis también mostré
gue el Grado de desacetilacion del Quitosano fue significativamente dependiente de
los términos lineales del tiempo de fermentacion (t; p<0.0001) y la concentracion de
azucar (C; p<0.0017), asi como del término de interaccion (t*C; p<0.0001) y los
términos cuadraticos del tiempo de fermentacion (t%; p<0.0009) y concentracion de
azUcar (C?; p<0.0001). El modelo de prediccién para el Grado de desacetilacion del

Quitosano usando variables codificadas fue:
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Y, =85.82-3.43X,-1.63X,+3.98X X,-1.69X,%-3.32X,’ (20)

El modelo de prediccién para el Grado de desacetilacién del Quitosano usando

variables no codificadas fue:

Y5 =89.079-0.065 t+0.565 C+3.65x10° t*C-1.727x10™ t*-0.027C? (21)

Este modelo de prediccion explicd el 98.33% de la variabilidad total (p<0.0001)
de los valores del Grado de desacetilacion del Quitosano. El coeficiente de
determinacién R? ajustada del modelo fue 97.14% y la falta de ajuste no fue
significativa (p < 0.0001). Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales
con respecto a los valores predichos con el modelo (CV) fue de 0.97%. Estos valores
indican que el modelo experimental para el Grado de desacetilacién del Quitosano fue

adecuado y reproducible.

A partir del modelo matemético de prediccién del Grado de desacetilacion se
construyeron gréaficos de superficie de respuesta y de contorno (Figuras 12) en los
cuales se observa el efecto de las variables del proceso de fermentacion (t y C) sobre

el Grado de desacetilacion de Quitosano.

Tiempo de fermentacion (t) y la concentracion de azucar (t) tuvieron efecto
importante sobre el grado de desacetilacion del Quitosano. Los maximos valores de
esta variable se encuentran a tiempos cortos y concentraciones pequefias, conforme
aumento el tiempo y la concentracién hubo una disminucion de este parametro. Este
comportamiento podria ser atribuido al efecto sinérgico del tratamiento biolégico-
guimico, por lo que se necesitan mas estudios sobre el fenémeno que sucede durante

la fermentacioén lactica de cabezas de camardn.
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Figura 12. Gréfica de contornos que muestra el efecto del tiempo (t) y concentracion
de azucar (C) sobre el grado de desacetilacion del Quitosano obtenido por

fermentacién acido lactica de cabezas de camaron.
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Hernandez y col (2009) obtuvieron Quitosano a partir de exoesqueletos de
camaron de desecho mediante tratamiento quimico. Demostrando el efecto de este
tratamiento para la obtenciéon de Quitosano con buenas caracteristicas, la Quitina
obtenida se vertio en una solucion de NaOH al 50% en una relacion 1:4 sdlido liquido,
bajo las siguientes condiciones: primero por 2 horas a 60°C y luego por 2 horas a
100°C. Bajo esas condiciones experimentales usadas, obtuvieron un porcentaje de

desacetilacion de Quitosano de 64%.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a lo reportado por Sierra
y col (2013), ellos optimizaron el proceso de obtencién de Quitina y Quitosano
mediante método quimico, utilizando distintas soluciones de hidréxido de sodio, acido
clorhidrico e hidroxido de sodio para desacetilar y obtener Quitosano. El grado de
desacetilacion se determind mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada
de Fourier, utilizando las ecuaciones propuestas por Brugnerotto. Las condiciones
optimas fueron: soluciébn de hidroxido de sodio de 3.5% por 2 horas para
desproteinizar, una solucion de acido clorhidrico 2 N para desmineralizar por 90
minutos y una solucion de hidroxido de sodio de 60% a 100°C por 1 h. El Quitosano
obtenido tuvo un grado de desacetilacion del 80.67%. La principal desventaja de este
proceso optimizado comparado con el proceso realizado en este trabajo, es la

utilizacion de cantidades importantes de reactivos quimicos y energia.

Los resultados difieren a lo reportado por Colina y col (2014), ellos estudiaron el
efecto del tratamiento quimico en desechos de cangrejo para la obtencion de
Quitosano. Utilizaron distintas concentraciones de acido clorhidrico y acido fosférico

para desmineralizar las muestras, determinaron el grado de desacetilacion mediante
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espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, para el espectro del
Quitosano se prepararon peliculas disolviendo 250 mg de Quitosano en 50 ml de acido
acético al 6% (v/v). Los valores obtenidos se encuentran en un intervalo entre 82.52—
89.80% para los Quitosanos obtenidos por la desacetilacion de las quitinas obtenidas
por la desmineralizacion del acido clorhidrico, y para los del acido fosforico de 91.09—
95.01%, es decir, con un alto grado de desacetilacion. Estos resultados sugieren que
la utilizacion de acido fosférico ayuda a aumentar el grado de desacetilacion de las
muestras, sin embargo, estos autores mencionan que otras caracteristicas importantes
de este biopolimero no son afectadas (peso molecular, contenido de cenizas) por lo
gue aun desconocen él porque de dicho aumento, sugiriendo la utilizacion de acido
clorhidrico como el reactivo para desmineralizar. La utilizacién de otra fuente para la

obtencion de Quitosano pudiera influir en los resultados.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares Zhang y col (2014), ellos
estudiaron el efecto de doble fermentacion para la obtencidbn de Quitina y
posteriormente, Quitina fue fermentada utilizando rhizopus japonicus m193 para
obtener Quitosano. Utilizaron un disefio Taguchi para optimizar el proceso, en donde
las variables de proceso fueron: %Quitina (1-2.5), Glucosa (5-20 g/L), concentracion
de in6éculo (5-20%), solucién de MgS04.7H20 (0.2-0.8g/L) y tiempo de cultivo (4-7 d).
Las mejores condiciones para la obtencion de Quitosano fueron: 2.5% de Quitina,
concentracion de glucosa de 5 g/L, 5% de concentracion de inoculo, 0.6 g/L de
concentracion de MgS0O4.7H20 y 5 dias de tiempo de cultivo. Bajo esas condiciones,

se obtuvo un Quitosano con un grado de desacetilacion del 79%. Evidenciando el
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potencial de la técnica utilizada para optimizar el proceso de obtencion de Quitosano
mediante un proceso biolégico.
2 Optimizacion

La Figura 13, obtenida a partir de la sobreposicion de las gréaficas de contorno
(Figuras 10, 11, 12), se utilizé para conocer la mejor combinacion de variables de
proceso para producir Quitosano por fermentacion acido lactica de cabezas de
camaron. El punto central de la region de optimizacion en Figura 13 corresponde a la
combinacion oOptima de variables de proceso [tiempo de fermentacion ()= 108 h
/concentracion de azucar (C)= 8.74%) para producir Quitosano con valores altos de
rendimiento y grado de desacetilacion, y valores bajos de cenizas. Los valores
predichos de cenizas, rendimiento y grado de desacetilacion, usando los modelos de
prediccién de cada una de las variables de respuesta y las condiciones 6ptimas de
fermentacion &cido lactica de cabezas de camarén fueron 0.29%, 2.02% y 86.30%,
respectivamente (Figura 13). El Quitosano obtenido con condiciones 6ptimas se
elaboré aplicando la mejor combinacion de variables del proceso de fermentacion
acido lactica de cabezas de camardn. Los valores experimentales de cenizas,
rendimiento y grado de desacetilacion del Quitosano obtenido con condiciones
optimas (0.23%, 2.03% y 83%, respectivamente) fueron similares a los valores
predichos, mencionados anteriormente, indicando que las condiciones optimas del
proceso de fermentacion acido lactica de cabezas de camarédn fueron adecuadas y

reproducibles.
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Figura 13. Gréafico mostrando la regién con la mejor combinacion de variables del
proceso de fermentacion acido lactica de cabezas de camardn [tiempo de fermentacion
[(t)=108 h / concentracion de azucar (C)=8.74%)] para la produccién de Quitosano con

rendimiento y grado de desacetilacion altos y contenido de cenizas bajo.
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El peso molecular del Quitosano fue una variable de respuesta propuesta
originalmente en este trabajo de investigacion para fines de optimizacion del proceso
de fermentacidn acido lactica de cabezas de camaron para la obtencion de este
producto con un valor lo mas pequefio posible de esta respuesta, sin embargo esta
variable no se ajusté de manera adecuada a un modelo experimental de prediccion,
por lo que no fue posible incluirla con este propésito de optimizacion. El peso molecular
del Quitosano obtenido experimentalmente con condiciones 6ptimas del proceso de

fermentacion acido lactica de cabezas de camarén fue 107.5 kDa.

El espectro de infrarrojo para el Quitosano obtenido en las condiciones Optimas

de procesamiento puede observarse en el Anexo 1.

En general, el Quitosano obtenido en las mejores condiciones de procesamiento
tuvo un mayor GD que lo reportado en la literatura (79%, 80.67%) por Sierra y col
(2013) y zZhang y col (2014), un menor contenido de cenizas (1%, 19.05%) por
Czechowska-Biskup y col (2012) y Juarez (2012), asi como un rendimiento y un peso
molecular menor (15.21%; 622 kDa y 165KDa) que lo reportado por Parada y col
(2004) e Islam y col (2011) y similar (4%; 50 kDa, 43 kDa, 126 kDa) a lo reportado por
Badawy y Rabea (2009), Teli y Sheikh (2012) y Zhang y col (2014). La grafica de
Huggins para el calculo de peso molecular se puede observar en el Anexo 2. Aider
(2010) report6 que el Quitosano se ha utilizado como recubrimiento en alimentos para
inhibir el crecimiento de microorganismos como mesofilos, hongos y levaduras. Otros
estudios, como los realizados por Mellegard y col (2011) demostraron la efectividad en
la inhibicion de microorganismos de diferentes tipos de Quitosano con grados de

desacetilacion y pesos moleculares diferentes. Usaron grados de desacetilacion que
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fueron de 52-86%, y pesos moleculares de 2.3-224 KDa. En el estudio realizado por
estos investigadores se evidencio que los Quitosanos con alto grado de desacetilacion,
y menor peso molecular tuvieron menor crecimiento de microorganismos.
Recientemente, los trabajos realizados por Dotto y col (2015) y Petriccione y col (2015)
demostraron que la aplicacién de un recubrimiento a base de Quitosano en frutos de
cerezas, asi como papaya, mantuvieron por mas tiempo el color, pH, contenido de
sélidos solubles totales y acidez titulable, los cuales son importantes parametros de
calidad, ademas de inhibir el crecimiento de microorganismos. Ahmed y col (2014)
mencionan que la efectividad de este biopolimero, en la aplicacion de frutos como
cubierta para mantener las caracteristicas del mismo, e inhibir el crecimiento de
microorganismos, reside en las caracteristicas del mismo (grado de desacetilacion,
contenido de cenizas, peso molecular). Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que el Quitosano puede ser aplicado como recubrimiento en alimentos, por
lo tanto, es importante evaluar el potencial de este biopolimero como inhibidor del

crecimiento de microorganismos y la calidad poscosecha del fruto recubierto.

B ANALISIS DE CALIDAD

Los recubrimientos a base de polisacaridos han sido los mas empleados para
recubrir frutos y esto es debido a sus propiedades mecénicas, adherencia y flexibilidad

en la superficie de los productos hortofruticolas (Ramos-Garcia y col 2010).

En general la aplicacion del Quitosano ocasiona que la maduracion de los
productos tratados se retrase ya que los niveles de produccion de O2, COz2 y/o etileno,
hormona natural que induce a la maduracion de los frutos, se reducen. El uso de

Quitosano previene la pérdida de agua por efecto de la transpiracion y por tanto retarda
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la senescencia, también mantiene la firmeza y comunmente el contenido de sélidos
solubles totales (CSST) aumenta (Bautista-Bafios y col 2006b). A continuacion se
muestran los resultados del efecto que tuvo la aplicacién de cubiertas de Quitosano,
obtenido con el proceso optimizado de fermentacion lactica y otro adquirido
comercialmente, sobre los parametros de calidad de rebanadas de papaya procesadas

minimamente.

1 Color

El color es uno de los atributos visuales mas importantes en papaya debido a que
su coloracion rojiza caracteristica es un indicativo de su estado de maduracion y de
una buena calidad. Los parametros L*, a* y b* son utilizados comunmente para
describir objetivamente los cambios de color en los frutos. Bautista-Bafios y col (2006a)
sefalaron que la aplicacién de Quitosano en frutos generalmente mejora su apariencia
y mantiene el color durante el almacenamiento, esto pudiera deberse al retardo de la
degradacion de antocianinas en la fruta tratada con Quitosano, y a la retencion de

humedad debido a la semipermeabilidad de la pelicula del biopolimero.

En el caso de la papaya los parametros de L* y b*, son los que generalmente se

utilizan para describir sus cambios de color (Ayén-Reyna y col 2015).

a Valor L

En la Figura 14 se presentan los resultados del valor L* de rebanadas de papaya
procesadas minimamente para los diferentes dias de almacenamiento a 5°C para los
tratamientos Control (rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacion
de pelicula de Quitosano), Quit Com (rebanadas de papaya procesadas minimamente

con la aplicacion de pelicula de Quitosano comercial) y Quit Opt (rebanadas de papaya
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Figura 14. Cambios en el parametro L* de la escala de color CIE durante el
almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente.
Control = rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacion de
pelicula de Quitosano, Quit Com = rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano comercial y Quit Opt = rebanadas de
papaya procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de Quitosano
obtenido con condiciones optimizadas de fermentacion lactica. Cada punto
representa la media de 15 repeticiones. Las barras verticales indican LSD = 1.484

(0=0.05).
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procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con
condiciones optimizadas de fermentacion lactica). En este trabajo se encontré que los
factores estudiados [tratamiento (niveles: Control, Quit Com y Quit Opt) y tiempo de
almacenamiento (niveles: 0, 2, 4, 6, 8, 10 dias)] tuvieron efecto estadisticamente
significativo (p<0.05) en este parametro, mientras que la interaccion de estos factores

no fue significativa (p>0.05).

Se puede observar que las rebanadas de papaya presentaron una disminucion
permanente en la luminosidad durante todos los dias de almacenamiento a 5°C en
todos los tratamientos; el tratamiento control tuvo el menor valor de luminosidad,
teniendo diferencia estadisticamente significativa a partir del dia 2 con el resto de los
tratamientos (Quit Com y Quit Opt).Estas pérdidas de luminosidad ocurridas en las
rebanadas de papaya pueden atribuirse a la pérdida de humedad de los frutos
conforme avanzaron los dias de almacenamiento y al fendmeno de translucidez, que
comunmente ocurre en papaya, se caracteriza por la alteracion en la textura de la
pulpa, lo que propicia una apariencia transparente, cristalina y sobremadura, haciendo
qgue la pulpa tenga un tono mas oscuro. Esto sucede cuando la fruta es pelada y

rebanada (Dotto y col 2015).

Las rebanadas de papaya presentaron un valor de luminosidad inicial de 52.2,
alcanzando valores al final del almacenamiento de 45.6 para el tratamiento Control,
48.2 para los tratados con Quit Com y 48.0 para los frutos inmersos en solucion de
Quit Opt. Estos valores indican que las rebanadas utilizadas como Control presentaron
la mayor pérdida de luminosidad con un valor de 12.6% mientras que las rebanadas

tratadas con Quit Com y Quit Opt s6lo mostraron una pérdida del 8%. Entre los
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tratamientos Quit Com y Quit Opt no se presentaron diferencias estadisticas
significativas (p>0.05) en los valores del parametro L para todos los dias de
almacenamiento. Este resultados tiene relevante interés ya que la luminosidad es una
caracteristica muy importante de calidad en frutos procesados minimamente; es
interesante observar que las cubiertas elaboradas con Quit Opt fueron igual de
efectivas que las cubiertas elaboradas con Quit Com en retardar la disminucion de este

pardmetro de color en las rebanadas de papaya procesadas minimamente.

Gonzalez-Aguilar y col (2005) evaluaron los efectos de la aplicacion de Quitosano
con diferentes pesos moleculares sobre papaya fresca cortada, encontraron que el
valor L* disminuyé significativamente en todos los tratamientos, siendo los frutos no
tratados los que presentaron la mayor pérdida de luminosidad, por lo que puede
inferirse que la aplicacion de Quitosano ayud6é a mantener la luminosidad del fruto

procesado.

Por su parte, Hernandez y col (2007) observaron un descenso en la luminosidad
de trozos de papaya con dos diferentes estados de madurez (80 y 100%) almacenados
por doce dias a 5°C, no encontrando diferencias importantes entre los dos estados de

maduracion en todo el periodo de almacenamiento.

Ali 'y col (2011) observaron un aumento en el parametro L* durante el
almacenamiento de papaya cubierta con Quitosano. Sin embargo, a una concentracion
de 2% este parametro disminuyo durante el almacenamiento. Esto pudo deberse a una
menor tasa de respiracion y reduccion de la produccion etileno ocasionado por la
modificacion de la atmdésfera en el fruto. El retraso de la maduracion y senescencia en

el fruto, resulta en un menor cambio de color y firmeza.
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Los resultados encontrados en este trabajo coinciden con lo reportado por Ayon-
Reyna y col (2015), ellos encontraron que la luminosidad disminuyé en todos los
tratamientos durante el almacenamiento de papaya procesada minimamente. Al altimo
dia de almacenamiento el tratamiento que menor luminosidad tuvo fue el control,
seguido del tratamiento con Quitosano, el tratamiento hidrotérmico con calcio y

Quitosano fue el de mayor luminosidad.

b Valorb

En la Figura 15 se presentan los resultados del valor b* de rebanadas de papaya
procesadas minimamente para los diferentes dias de almacenamiento a 5°C para los
tratamientos Control, Quit Com y Quit Opt. Este valor se utiliza para estimar los
cambios en la intensidad del color amarillo de los frutos de papaya durante el tiempo

de almacenamiento (Gonzalez-Aguilar y col 2005).

Se puede observar que las rebanadas de papaya presentaron una disminucion
permanente en el valor b* durante los dias de almacenamiento a 5°C en todos los
tratamientos; el tratamiento control fue el que presenté un valor significativamente
(p<0.05) menor de b desde el dia 6 de almacenamiento, respecto a los tratamientos

de Quitosano (Quit Com y Quit Opt).

Las rebanadas tratadas con Quitosano comercial y Quitosano optimizado son las
gue presentaron menor pérdida de la coloracion amarilla que tenian al inicio del
experimento, mostrando valores similares durante todo el almacenamiento. Teniendo

en cuenta que una disminucion de b* indica una pérdida de color amarillo, siendo un
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Figura 15. Cambios en el parametro b* de la escala de color CIE durante el
almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente.
Control = rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacion de
pelicula de Quitosano, Quit Com = rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano comercial y Quit Opt = rebanadas de
papaya procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de Quitosano
obtenido con condiciones optimizadas de fermentacion lactica. Cada punto
representa la media de 15 repeticiones. Las barras verticales indican LSD = 1.791

(0=0.05).
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parametro importante en la calidad visual de frutos de papaya, estos resultados indican
gue la inmersion en las soluciones de Quitosano retardan la pérdida del color original

de papaya.

El tratamiento Control fue el que presentd la mayor pérdida de b* durante el
almacenamiento, alcanzando un valor de 26.8 al final de la evaluacion, es decir, perdid
un 20 % aproximadamente. Por su parte los tratamientos Quitosano comercial y
Quitosano optimizado tuvieron valores mas altos al final del almacenamiento (32.1y
30.7, respectivamente) y estadisticamente no fueron diferentes (p>0.05), presentando
tan solo una pérdida de aproximadamente el 11% durante el periodo de

almacenamiento.

En este trabajo se encontré que el empleo de tratamientos con Quitosano
(comercial y optimizado) como cubiertas disminuyeron el deterioro de la papaya
procesada minimamente y almacenada a 5°C, manteniendo una buena calidad del
fruto hasta por diez dias de almacenamiento, comparandolos con los frutos que no
fueron tratados con Quitosano (control), los cuales, presentaron para el sexto dia cierto
grado de translucidez, el cual es un desorden fisiol6gico que se presenta en la papaya
fresca cortada y le da una apariencia desagradable al fruto, mientras que para el

décimo dia presentaban casi en su totalidad dicha apariencia trasltcida.

Un estudio realizado por Gonzalez-Aguilar y col (2005) evidencio que el
tratamiento con Quitosano tuvo un mayor valor en el parametro b* que el control, por
lo que éste biopolimero mantuvo los cambios en este parametro de color en papaya

fresca cortada a 5 °C por 18 dias.
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Los resultados encontrados en el presente estudio también coinciden con lo
reportado por Gonzalez-Aguilar y col (2008). Estos autores observaron un constante
descenso en la intensidad del color amarillo (valor b*) al evaluar frutos de mango
procesados minimamente de tres variedades distintas, tratados con diferentes

antioxidantes y cubiertas comestibles y almacenados a 5°C.

(Ayon-Reyna y col 2015) al evaluar el efecto del tratamiento hidrotérmico con
calcio e inmersion en Quitosano en papaya minimamente procesada, encontraron que
el valor b* disminuy6 gradualmente durante los dias de almacenamiento. Al ultimo dia
de almacenamiento el tratamiento que menor valor b* tuvo fue el control, seguido del
tratamiento con Quitosano, el tratamiento hidrotérmico con calcio y Quitosano fue el

de mayor valor b.

2 Firmeza

La firmeza, es una caracteristica sensorial importante de frutas y hortalizas
frescas. Una vez que los frutos de poscosecha se vuelven blandos durante el tiempo
de almacenamiento, su caracteristica crujiente disminuye gradualmente y desaparece.
Durante el periodo de almacenamiento de frutas y verduras frescas, su firmeza
disminuira debido a la evaporacién del agua, la degradacion de la pectina, el consumo

de nutrientes, entre otros factores (Youweiy Yinzhe 2013).

Esta pérdida ocurre a medida que el fruto madura, por lo que el estado de
maduracién de un producto al momento de la cosecha influye en la velocidad de

pérdida de firmeza del fruto (Ayon-Reynay col 2015).

En la Figura 16 se muestran los resultados de firmeza expresados en Newton
(N) obtenidos durante el almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya procesadas
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Figura 16. Pérdida de firmeza (N) durante el almacenamiento a 5°C de rebanadas de

papaya “Maradol” procesadas minimamente. Control = rebanadas de papaya

procesadas minimamente sin la aplicacion de pelicula de Quitosano, Quit Com =

rebanadas de papaya procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de

Quitosano comercial y Quit Opt = rebanadas de papaya procesadas minimamente

con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de

fermentacion lactica. Cada punto representa la media de 15 repeticiones. Las barras

verticales indican LSD = 1.153 (0=0.05).
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minimamente para los tratamientos Control, Quit Com y Quit Opt. Se puede observar
que las rebanadas de papaya presentaron una disminucién en firmeza durante el
almacenamiento en todos los tratamientos; no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tratamientos para cada uno de los

diferentes dias de almacenamiento estudiados.

El valor de firmeza promedio para las rebanadas de papaya al inicio del
almacenamiento (dia 0) fueron 13.5 N, los cuales fueron disminuyendo durante el
almacenamiento hasta alcanzar valores de 12.1 N; esto quiere decir que, al inicio del
almacenamiento (dia 0) se necesitaba mas fuerza para penetrar el fruto que la que se

requeria al finalizar el almacenamiento (dia 10).

Ali y col (2010) evaluaron el efecto de cubiertas de Quitosano sobre el
comportamiento poscosecha de papaya, reportaron que al utilizar una cubierta con 2%
de Quitosano se obtuvo una menor pérdida de firmeza, teniendo diferencias con el

control.

Qi y col (2011) utilizaron un recubrimiento a base de Quitosano en manzanas
frescas cortadas, encontrando que este recubrimiento por si sélo no disminuyo la
pérdida de firmeza a lo largo del periodo de almacenamiento, por lo que fue necesario
la incorporacién de sales de calcio y acido ascorbico como un pretratamiento en los

trozos de papaya.

Aliy col (2011) estudiaron el efecto de cubiertas de Quitosano en papaya durante
su almacenamiento en frio, encontraron que las cubiertas de Quitosano reducian la

pérdida de firmeza de papaya durante el almacenamiento. La firmeza aumento
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conforme aumentaba la concentracion de Quitosano, y la maxima retencion de firmeza

al final del almacenamiento fue con una concentracion de 1.5% y 2%.

Hong y col (2012) evaluaron el efecto de cubiertas de Quitosano sobre el
comportamiento poscosecha de guayaba, reportaron que al utilizar una cubierta con
2% de Quitosano se obtuvo una menor pérdida de firmeza, teniendo diferencias con el

control.

Yang y col (2014) evaluaron la adicion de extractos de hojas de arandanos en
recubrimientos a base de Quitosano sobre la conservaciéon de arandanos frescos,
encontraron que el recubrimiento a base de Quitosano aument6 hasta el décimo
segundo dia de almacenamiento, y posteriormente disminuyd teniendo diferencias
estadisticamente significativas con el control. Se ha reportado que el aumento de este

pardmetro podria deberse a la pérdida de agua del fruto.

Tezotto-Uliana y col (2014) estudiaron el efecto de la aplicacion de recubrimiento
a base de Quitosano sobre frambuesa, encontraron que para todos los tratamientos
existio una disminucién de este pardmetro durante los dias de almacenamiento,
observaron que su aplicacion no tuvo diferencias estadisticamente significativas con
el control. Los frutos perdieron hasta un 45% de firmeza en el Ultimo dia de

almacenamiento evaluado.

3 Concentracion de sélidos solubles totales

La concentracion de solidos solubles totales (CSST) expresados en °Brix, son un
indicativo del contenido de azucares en frutos como papaya. La CSST relacionan la
gravedad especifica de una solucion con la concentracion equivalente de sacarosa
pura; por lo tanto constituye un factor importante en el sabor de los frutos (Dotto y col
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2015). En la Figura 17 se muestran los resultados de concentracion de solidos
solubles totales (CSST) expresados en °Brix obtenidos durante el almacenamiento a
5°C de rebanadas de papaya procesadas minimamente para los tratamientos Control,
Quit Com y Quit Opt. Se puede observar que las rebanadas de papaya presentaron un
comportamiento similar durante el almacenamiento, permaneciendo sin diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) entre los tratamientos durante los diez dias de

almacenamiento.

Los resultados reportados por Hernandez y col (2005) coinciden con los
resultados encontrados en este trabajo, ellos reportaron que durante el
almacenamiento por 10 dias a 5°C de trozos de papaya “Maradol” con un estado de
madurez del 80%, el contenido de °Brix no se modificd, mientras que en los trozos con
una madurez del 100% permanecio constante durante 8 dias y soOlo disminuyo

significativamente a partir del décimo dia.

Chien y col (2007) mencionan que la concentracion de sélidos solubles totales
no varié significativamente entre los frutos de mango cortados tratados con diferentes

concentraciones de Quitosano (1-3%).

Por otra parte, Argafiosa y col (2008), reportaron resultados similares a los
encontrados en este trabajo, ellos sefialaron que los sélidos solubles totales
permanecieron constantes durante el almacenamiento por 10 dias de papaya

minimamente procesada.
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Figura 17. Contenido de sélidos solubles totales (°Brix) durante el almacenamiento a
5°C de rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente. Control =
rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacién de pelicula de
Quitosano, Quit Com = rebanadas de papaya procesadas minimamente con la
aplicacion de pelicula de Quitosano comercial y Quit Opt = rebanadas de papaya
procesadas minimamente con la aplicacién de pelicula de Quitosano obtenido con
condiciones optimizadas de fermentacion lactica. Cada punto representa la media de

15 repeticiones. Las barras verticales indican LSD = 0.644 (a=0.05).
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Existen diferentes reportes en la literatura en los cuales se ha reportado un efecto
significativo de tratamientos con Quitosano y los dias de almacenamiento sobre la
concentracion de solidos solubles. Uno de estos trabajos fue reportado por Ali y col
(2010) al evaluar el efecto de cubiertas de Quitosano sobre el comportamiento
poscosecha de papaya, encontraron que las cubiertas de Quitosano tuvieron valores
bajos de concentracion de solidos solubles totales comparandolos con el control. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los frutos tratados con las

soluciones de Quitosano y el control.

Asimismo, Aliy col (2011) observaron un aumento en la concentracion de sélidos
solubles totales durante el almacenamiento de papaya cubierta con Quitosano. Los
frutos sumergidos en una solucién de Quitosano al 2% fueron los que perdieron menos
sélidos solubles totales, evidenciando el potencial de este biopolimero en la retencién

de la calidad de estos frutos.

Petriccione y col (2015) evaluaron el efecto de cubiertas de Quitosano en el
comportamiento poscosecha de cerezas, reportaron un incremento de este parametro
en los tratamientos evaluados. Ellos reportaron que este aumento podria deberse a la
descomposicion de almidén en azucar, a la disminucion de la tasa de respiracion y
conversion de azucares en CO2 y H20 y al incremento de soélidos secos debido a la
pérdida de agua. Estos cambios presentes en los frutos cubiertos con Quitosano
propiciaron un menor aumento de los soélidos solubles totales comparados con el

control, debido a una menor hidrdlisis del almidon en azticares como fuente de energia.

Los frutos utilizados en este trabajo tuvieron un intervalo promedio de solidos

solubles totales de 9.4-10.5°Brix. Los resultados obtenidos en este trabajo son

120



similares con los obtenidos por Ayén-Reyna y col (2015) quienes utilizaron rebanadas
de papaya minimamente procesada, a las cuales se les dio un tratamiento hidrotérmico
con cloruro de calcio y posteriormente inmersas en una solucidn que contenia
Quitosano, obteniendo una concentracion de sélidos solubles totales entre 8.9-9.5
°Brix. Mencionaron que no existe acumulacion de azucares en papaya ‘Maradol’

durante su maduracion, inclusive bajo el efecto de tratamientos que la inducen.

4 pH

En la Figura 18 se muestran los resultados de pH de los tratamientos Control,
Quit Com y Quit Opt durante el almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya
procesadas minimamente. Se puede observar un incremento de pH en los distintos
tratamientos desde el dia 2 hasta el final del almacenamiento (dia 10). Debido a que
los acidos organicos (predominando en papaya los acidos citrico y malico) son los
sustratos de reacciones enzimaticas durante la respiracion, por lo que es de esperarse
gue exista un aumento en el pH durante el almacenamiento. EI aumento en el pH
encontrado en este estudio se atribuye a la pérdida de acidos organicos utilizados

como sustratos en diversos procesos bioquimicos (Ayon-Reyna y col 2015).

Las rebanadas de papaya no tratadas con Quitosano fueron las que presentaron
los valores de pH mas altos durante todo el almacenamiento, mostrando diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) respecto a los tratamientos con Quitosano
(comercial y optimizado), los cuales presentaron los valores mas bajos de pH durante
el almacenamiento. Esto sugiere una disminucion en el metabolismo de los frutos

debido a que la pelicula actia regulando el intercambio de gases y reduciendo la
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Figura 18. Cambios en el pH durante el almacenamiento a 5°C de rebanadas de
papaya “Maradol” procesadas minimamente. Control = rebanadas de papaya
procesadas minimamente sin la aplicacion de pelicula de Quitosano, Quit Com =
rebanadas de papaya procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de
Quitosano comercial y Quit Opt = rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de
fermentacion lactica. Cada punto representa la media de 15 repeticiones. Las barras

verticales indican LSD = 0.059 (0=0.05).
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velocidad de respiracion, requiriendo menos acidos organicos para este proceso (Dotto
y col 2015). Ademas, las rebanadas tratadas con Quitosano (comercial y optimizado)
no tuvieron diferencias estadisticamente significativas a partir del cuarto dia de
almacenamiento, lo cual podria significar que ambas cubiertas de Quitosano tienen

propiedades de barrera similares

Gonzalez-Aguilar y col (2005) obtuvieron un comportamiento similar de pH en
cubos de papaya, aumentando en los primeros 9 dias, seguido por una disminucion el
resto del almacenamiento. Aunque contrario a este estudio, aqui no se encontraron
diferencias entre los tratamientos con Quitosano y el control, indicando que el
Quitosano no afect6 el pH de los cubos de papaya. Ellos lo atribuyen a que las
soluciones fueron ajustadas a un pH de 5.6, ya que se ha reportado que a ese pH los
grupos amino del Quitosano estan cargados positivamente y muestran su mayor

actividad bioldgica.

Ellos también reportaron que la tendencia de los tratamientos a disminuir su pH
al final del almacenamiento pudo ser provocada por la deshidratacién del tejido de las
rebanadas de papaya, ya que al perderse el agua los acidos organicos presentes en
el fruto incrementan en porcentaje trayendo consigo una disminucion del pH,
sugiriendo que el Quitosano pudo actuar como una barrera contra la pérdida de
humedad (Ayén-Reyna y col 2015). Sin embargo, en el presente trabajo este

comportamiento no se present6 hasta los 10 dias de almacenamiento estudiados.

Argafiosa y col (2008) reportaron un incremento significativo en el valor de pH de
papaya fresca cortada almacenada por 10 dias a 4°C para todos los tipos de corte

estudiados. El aumento puede ser atribuido a la degradacién de los acidos organicos
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del fruto durante su almacenamiento, utilizados como reservas de energia durante el

metabolismo primario.

5 Acidez total titulable

Los &cidos son los solidos solubles contenidos en mayor cantidad, después de
los azucares y tienen un importante papel en el sabor del fruto, pues lo acenttian (Dotto

y col 2015).

En la Figura 19 se muestra el porcentaje de acidez total titulable expresado como
porcentaje de acido citrico de los tratamientos Control, Quit Com y Quit Opt durante el
almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya procesadas minimamente. Se puede
observar una disminucion en este parametro en todos los tratamientos desde el dia
dos hasta el final del almacenamiento (dia 10). El tratamiento que tuvo el menor
porcentaje de &cido citrico fue el control, teniendo diferencias estadisticamente

significativas desde el dia 2 con respecto a los tratamientos con Quitosano.

Los resultados obtenidos se pueden relacionar con los valores de pH, ya que
mientras la acidez titulable disminuy6 el pH aumentd, ademéas, ambos fenédmenos

fueron pronunciados en los primeros dias de almacenamiento.

El contenido de &cido en papaya es muy bajo, éste esta constituido de cantidades
similares de los &cidos citrico y malico, concentraciones de los cuales se conoce que
disminuyen durante la maduracion (Argafosa y col 2008). La disminucién en la acidez
total titulable observada en este trabajo puede ser el resultado de la utilizacion de los
acidos orgéanicos en la respiracion y en otros procesos fisioldgicos (Ayon-Reyna y col

2015).
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Figura 19. Cambios en la acidez total titulable (% &cido citrico) durante el
almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente.
Control = rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacion de
pelicula de Quitosano, Quit Com = rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano comercial y Quit Opt = rebanadas de
papaya procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de Quitosano
obtenido con condiciones optimizadas de fermentacion lactica. Cada punto
representa la media de 15 repeticiones. Las barras verticales indican LSD = 0.0031

(a=0.05).
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Se observo una pérdida drastica de acidez en los dias de almacenamiento en
todos los tratamientos, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos de Quitosano (comercial y optimizado) hasta el

final del almacenamiento.

Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de los resultados obtenidos por
Hernandez y col (2005), quienes reportaron que la acidez de las distintas muestras de
papaya minimamente procesada se mantuvo estable durante los primeros dias de
conservacion, aumentando la acidez al décimo dia de almacenamiento siendo 1.7

veces mayor que al inicio del mismo.

Ali y col (2010) evaluaron el efecto de cubiertas de Quitosano sobre el
comportamiento poscosecha de papaya, encontraron que las cubiertas de Quitosano
tuvieron los valores mas elevados de acidez total titulable, siendo el control el
tratamiento que tuvo los valores menores. Se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los frutos tratados con las soluciones de Quitosano y el control.

Aliy col (2011) observaron una disminucion en la acidez total titulable durante el
almacenamiento de papaya cubierta con Quitosano. Encontraron que los frutos
sumergidos en una soluciéon de Quitosano al 2% fueron los que perdieron menos
acidez, por lo que concluyeron que el contenido de acidez total titulable disminuia en
menor medida conforme aumentaba la concentracion de Quitosano durante los dias

de almacenamiento.

Tezotto-Uliana y col (2014) encontraron que disminuyo la acidez total titulable de
los frutos con recubrimiento a base de Quitosano durante los dias de almacenamiento,
observaron que la aplicacion de un recubrimiento con 2% de Quitosano mantuvo una
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acidez mas elevada que los demas tratamientos. La aplicacion de Quitosano tuvo
diferencias estadisticamente significativas con el control a partir del sexto dia de

almacenamiento.

Petriccione y col (2015) observaron una diminucion estadisticamente significativa
conforme aumentaba el tiempo de almacenamiento en cerezas cubiertas con
Quitosano, esta disminucién de acidez total titulable no fue evidente en los frutos con
cubierta. La mayor pérdida de acidez de los frutos sin cubierta pudo ser debido a la

utilizaciéon de los acidos organicos como sustrato en el mecanismo de respiracion.

Se pudo observar como los dos tratamientos de Quitosano (comercial y
optimizado) lograron disminuir la pérdida de acidez, lo cual puede deberse a que esta
pelicula pudo actuar formando una atmésfera modificada, regulando el intercambio de
gases y disminuyendo la velocidad de respiracién del fruto fresco cortado con la
consecuente disminucion de los requerimientos de acidos organicos (Ayon-Reyna y

col 2015).

C ANALISIS MICROBIOLOGICO

Durante el procesamiento minimo se dafia la integridad del tejido de las frutas y
hortalizas, lo que desencadena procesos deteriorativos. Adicionalmente, la remocién
de la epidermis protectora natural y el incremento de humedad debido al estrés
ocasionado en los mismos, asi como azulcares disueltos en la superficie proveen las

condiciones ideales para el crecimiento microbiano (Villacorta y col 2015).

En general, los recuentos totales de las poblaciones microbiolégicas de los
vegetales minimamente procesados después del proceso son 3.0 hasta 6.0 Log ufc/g.
Las bacterias, son los microorganismos que predominan durante el almacenamiento a
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baja temperatura, sin embargo, se han identificado diferentes especies de levaduras y
observado crecimiento de hongos, pero €stos son menos importantes en los productos
minimamente procesados, debido a las propiedades intrinsecas tales como pH
ligeramente acido a neutro, lo que favorece el crecimiento de bacterias y levaduras
que crecen en exceso (Benhabiles y col 2012). A continuacion se muestran los
resultados del efecto que tuvo la aplicacién de cubiertas de Quitosano, obtenido con
el proceso optimizado de fermentacion lactica y otro adquirido comercialmente, sobre
el crecimiento de bacterias mesdfilas y psicrofilas, hongos y levaduras en rebanadas

de papaya procesadas minimamente.

1 Bacterias mesofilas

El recuento de bacterias mesdfilas iniciales en rebanadas de papaya en este
trabajo estuvo en un intervalo de 1x10° a 1x10° UFC/g. Estos valores iniciales
encontrados en papaya minimamente procesada son similares a los reportados por
Gonzalez-Aguilar y col (2005) y Tirkey y col (2014). Los limites de tolerancia permitidos
por la norma de la Union Europea y la Norma Oficial Mexicana NOM-093 para
productos frescos cortados, al dia de produccién (5.0x10* UFC/g y 1.5x10° UFCl/qg,
respectivamente), por lo que los valores iniciales de bacterias aerobias encontrados

en este trabajo, estan dentro de esos limites establecidos.

Al primer dia de procesamiento, el tratamiento Quit Com fue el que presento el
menor contenido de microorganismos con 3.2x10* UFC/g, seguido por el tratamiento
que contenia Quit Opt con 9.33x10% UFC/g y por ultimo el tratamiento Control con
1.07x10° UFC/g. Los valores de la poblacién bacteriana incrementaron durante el

almacenamiento de las rebanadas de papaya, presentandose un ligero incremento los
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primeros 5 dias para todos los tratamientos seguido de un incremento pronunciado al
décimo dia de almacenamiento. En la Figura 20 se puede observar el comportamiento
del crecimiento de bacterias aerobias durante el almacenamiento a 5°C de rebanadas

de papaya variedad “Maradol” procesadas minimamente.

Durante este trabajo el maximo desarrollo de microorganismos mesofilos al final
del almacenamiento lo tuvo el tratamiento Control con un valor de 2.45x10% UFC/g, y
los menores lo presentaron los tratamientos que contenian Quitosano (Quit Com y Quit

Opt) con valores de 9.5-9.53x10° UFC/qg.

Se observd que el tratamiento control presentd diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) con los tratamientos que contenian Quitosano (Comy Opt) a los
dias 5 y 10 de almacenamiento. Estos tratamientos, mostraron un comportamiento
similar durante todo el periodo almacenamiento sin presentar diferencias estadisticas
(p>0.05) entre ellos en los diferentes dias de almacenamiento. Al dltimo dia de
evaluacion, la reduccién en la proliferacion de microorganismos en los tratamientos
con Quitosano fue significativamente importante con respecto al Control, logrando una
reduccion bacteriana de casi 5 veces menor que el tratamiento Control. También, se
pudo observar en estos resultados que al final del almacenamiento los tratamientos
gue contenian Quitosano (Com y Opt) tuvieron un efecto antimicrobiano similar cuando

se aplicaron, al reducir la cuenta total de bacterias aerobias.
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Figura 20. Recuento de bacterias mesofilas aerobias durante el almacenamiento a
5°C de rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente.
Control=rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacion de pelicula
de Quitosano, Quit Com=rebanadas de papaya procesadas minimamente con la
aplicacion de pelicula de Quitosano comercial y Quit Opt=rebanadas de papaya
procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con
condiciones optimizadas de fermentacion lactica. Cada punto representa la media de

9 repeticiones * la desviacion estandar.
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En la Figura 21 se muestra una representacion visual del crecimiento de las
bacterias mesoéfilas en placas Petri, obtenidas a partir de los diferentes tratamientos
empleados aqui, posteriores al almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya

procesadas minimamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo reportado por
Durango y col (2006), ellos reportaron una disminucién en el crecimiento de bacterias
mesofilas en zanahoria procesadas minimamente recubiertas con Quitosano. Este
efecto se observdé durante los dias de almacenamiento, teniendo diferencias
estadisticamente significativas con el tratamiento Control. Los resultados concuerdan
también con lo reportado por Chien y col (2007), ellos evidenciaron una disminucion
en el crecimiento de bacterias en rebanadas de mango tratadas con Quitosano. El
efecto de este biopolimero se observo en los primeros dias de almacenamiento,

teniendo diferencias estadisticamente significativas desde el dia cinco con el Control.

Jung y col (2010) demostraron el efecto de la aplicacién de Quitosanos obtenidos
por diferentes procedimientos sobre el crecimiento de distintas bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. Estos autores pudieron observar que los Quitosanos
inhibieron el crecimiento de las bacterias analizadas, sin embargo, el efecto inhibitorio
dependié principalmente del tipo de Quitosano y del tipo de bacteria.
Independientemente del GD (Grado de Desacetilacion) y la viscosidad, los Quitosanos,
inhibieron casi por completo (<1 Log CFU mLt) o suprimieron completamente el
crecimiento de bacterias Gram-negativas (P. fluorescens), y cuatro Gram-positivas (L.

monocytogenes, S. aureus, B. subtilis y B. cereus). En general, el Quitosano mostro
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Control Quit. Com. Quit. Opt.

Figura 21. Fotografias que muestran el efecto de los diferentes tratamientos (Control,
Quit Com y Quit Opt) aplicados en trozos de papaya “Maradol” almacenada a 5°C por
10 dias sobre el crecimiento de bacterias mesofilas aerobias. Control=rebanadas de
papaya procesadas minimamente sin la aplicacién de pelicula de Quitosano, Quit
Com=rebanadas de papaya procesadas minimamente con la aplicacién de pelicula
de Quitosano comercial y Quit Opt=rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de

fermentacion lactica.
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mayor efecto antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas que contra de las
bacterias Gram-negativas. Las diferencias en el efecto antibacteriano del Quitosano
entre las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas probablemente se deben a las
diferencias en la estructura de la pared celular. La pared celular de bacterias Gram-
positivas se compone enteramente de Péptidoglicano; Quitosano podria facilmente
perforar a través de la red de Péptidoglicano y actuar directamente sobre la membrana
celular. La pared celular de bacterias Gram-negativas, sin embargo, se compone de
una membrana interna de Péptidoglicano y una membrana externa de lipopolisacarido,
lipoproteina, y fosfolipido. La membrana externa de las bacterias Gram-negativas
funciona como una eficiente barrera exterior permeable que las protege contra
macromoléculas y podria ser responsable de prevenir que el Quitosano pueda llegar
a la membrana citoplasmatica. Por lo tanto, el Quitosano generalmente muestra mayor
efecto antibacteriano contra bacterias Gram-positivas que bacterias Gram-negativas
(Younes y col 2014; Dragostin y col 2016). Los resultados del presente trabajo
concuerdan con lo reportado por estos autores, se realizo tincion de Gram a las
muestras que contenian crecimiento de bacterias mesobfilas, en ellas se pudo observar

mayor proliferacién de bacterias Gram-negativas, como se aprecia en el Anexo 3.

Moreiray col (2011), estudiaron el efecto de la aplicacion de Quitosano en brocoli,
observaron que los floretes de brocoli que fueron tratados con Quitosano tuvieron un
menor recuento de bacterias mesofilas desde el primer dia de evaluacion, logrando
una inhibicién de 100 UFC/g, teniendo diferencias estadisticamente significativas con

el Control. Este efecto se mantuvo hasta el final del almacenamiento.
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Un comportamiento similar fue lo reportado por Lopez-Mata y col (2012), ellos
evaluaron el efecto de cubiertas de Quitosano sobre fresa, encontrando que los
tratamientos a base de este biopolimero tuvieron diferencias significativas con el
control desde el dia de procesamiento, y se mantuvo hasta el final del almacenamiento.
Concluyeron que el tratamiento que contenia una solucion de Quitosano al 2%, fue el

gue presentdé menor crecimiento de bacterias mesofilas.

De acuerdo a Bautista-Bafios y col (2013), los efectos antifungicos y
antibacterianos se asocian con la naturaleza catiénica del Quitosano, el cual, esta
fuertemente asociado con la composicion de la membrana celular de los
microorganismos, lo que afecta a su integridad y permeabilidad. Ademas, se reconoce
gue los efectos antimicrobianos de Quitosano estan asociados con la disminucion de

la actividad respiratoria de los microorganismos y la actividad de algunas enzimas.

Dotto y col (2015) evaluaron el efecto de la aplicacion de Quitosano en papaya
sobre las caracteristicas de calidad y el crecimiento de microorganismos. Observaron
qgue la aplicacién de este biopolimero, presenté el menor crecimiento de bacterias

mesofilas comparado con las no tratadas después del séptimo dia de almacenamiento.

Se han propuesto varios mecanismos de la actividad antimicrobiana de
Quitosano. La interaccion entre el Quitosano policatibnico y grupos anionicos
presentes en las membranas celulares microbianas provoca la fuga de constituyentes
intracelulares. Ademas, el Quitosano puede convertirse en un agente quelante, ya que
puede unir metales para inhibir el crecimiento de microorganismos. Quitosanos con

peso molecular pequeiio pueden ingresar al nucleo de las células para inhibir la
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sintesis de RNA y proteinas, por consiguiente suprimir el crecimiento de bacterias y

otros patdégenos (Chien y col 2016).

2 Bacterias psicrofilas

En los productos minimamente procesados, se dafia la estructura del fruto por el
cortado del mismo, produciendo salida de nutrientes, haciéndolo mas susceptible al
crecimiento de microorganismos debido a estas condiciones; al ser almacenados a
temperaturas bajas (4-6°C), se incrementa el crecimiento de bacterias psicroéfilas

(Ayon-Reynay col 2015).

El recuento de bacterias psicréfilas Iniciales en rebanadas de papaya en este
trabajo estuvo en un intervalo de 2 a 7x10% UFC/g. Al primer dia de procesamiento, los
tratamientos presentaron los siguientes contenidos de microorganismos: Control =
7.78x10% UFC/g, Quit Com = 3.33x10° UFC/g y Quit Opt = 2.2x10%® UFC/g; no se
presentaron diferencias estadisticas significativas (p>0.05) entre los tres tratamientos.
Los valores del conteo de la poblacion bacteriana, se incrementaron durante el
almacenamiento de las rebanadas de papaya, presentandose un ligero incremento los
primeros 5 dias para todos los tratamientos seguido de un incremento pronunciado al
décimo dia de almacenamiento. En la Figura 22 se puede observar el comportamiento
del crecimiento de bacterias psicréfilas aerobias durante el almacenamiento a 5°C de
rebanadas de papaya variedad “Maradol”’, bajo las diferentes condiciones de

tratamiento del presente trabajo.

Durante este trabajo el maximo desarrollo de microorganismos psicrofilos al final

del almacenamiento lo obtuvo el tratamiento Control con un valor de 3.19x10° UFC/g
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Figura 22. Recuento de bacterias psicrofilas aerobias durante el almacenamiento a
5°C de rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente.
Control=rebanadas de papaya procesadas minimamente sin la aplicacién de pelicula
de Quitosano, Quit Com=rebanadas de papaya procesadas minimamente con la
aplicacién de pelicula de Quitosano comercial y Quit Opt=rebanadas de papaya
procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con
condiciones optimizadas de fermentacion lactica. Cada punto representa la media de

9 repeticiones * la desviacion estandar.
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y los menores desarrollos de estos microorganismos lo presentaron los tratamientos
que contenian Quitosano (Quit Com y Quit Opt) con valores de 1.39 — 1.51x10° UFC/qg.
El tratamiento que presenté mayor desarrollo de bacterias mesdfilas durante el
almacenamiento fue el Control, el cual mostré diferencias estadisticas significativas
con el resto de los tratamientos los dias 5 y 10, seguido por los tratamientos que
contenian Quitosano (Com y Opt), los cuales mostraron un comportamiento similar
durante todo el periodo almacenamiento sin mostrar diferencias estadisticas (p>0.05)

entre ellos desde el inicio hasta el final.

Estos resultados indican que al final del almacenamiento los tratamientos que
contenian Quitosano (Com y Opt) tuvieron el mismo efecto antimicrobiano para reducir

la cuenta total de bacterias psicroéfilas aerobias.

En la Figura 23 se muestra una representacion visual del crecimiento de las
bacterias psicrofilas en placas Petri, obtenidas a partir de los diferentes tratamientos
empleados en este trabajo, posteriores al almacenamiento a 5°C de rebanadas de

papaya procesadas minimamente.

Pen y Jiang (2003) reportaron que el Quitosano podria evocar mecanismos
efectores en respuesta al ataque de microorganismos. Entre ellos, incluyen la
activacion de enzimas, como la PAL (fenilalanina amonio liasa). Esta enzima es
fundamental en la formacion de compuestos fendlicos, ya que cataliza la conversion
de fenilalanina a acido trans-cinamico, por lo que, al tratar los frutos con Quitosano, se
obtiene una mayor concentracion de estos compuestos. Los compuestos fendlicos
pueden actuar directamente sobre los patégenos o contribuir a la formacion de
barreras estructurales que limiten su avance hacia el hospedero.
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Figura 23. Fotografias que muestran el efecto de los diferentes tratamientos (Control,
Quit Com y Quit Opt) aplicados en trozos de papaya “Maradol” almacenada a 5°C por
10 dias sobre el crecimiento de bacterias psicroéfilas aerobias. Control=rebanadas de
papaya procesadas minimamente sin la aplicacion de pelicula de Quitosano, Quit
Com=rebanadas de papaya procesadas minimamente con la aplicacién de pelicula
de Quitosano comercial y Quit Opt=rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de

fermentacion lactica.
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Campaniello y col (2008), evaluaron el efecto de recubrimientos de Quitosano en
cerezas, atribuyendo su eficacia a la inhibicién del crecimiento de bacterias psicrofilas
en todas las condiciones experimentales, reportando diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control. El tratamiento de Quitosano resulté en una
reduccion adicional de carga de las bacterias psicrofilas. Ademas, las bacterias
psicrofilas tenian un crecimiento logaritmico pequefio, independientemente del tipo de
envasado; este efecto se prolongo hasta el dia 10 de almacenamiento en las muestras

tratadas con Quitosano.

Moreira y col (2011) estudiaron el efecto de los recubrimientos de Quitosano en
floretes de brécoli, encontraron que el crecimiento de bacterias psicroéfilas disminuyé
desde el primer dia de almacenamiento para aquellos floretes que fueron recubiertos
con este biopolimero, encontrandose diferencias estadisticamente significativas con
respecto al tratamiento Control. Este efecto bactericida ejercido por el Quitosano se
mantuvo hasta el dia diez de almacenamiento. La aplicacion de este biopolimero logro
una reduccion de un ciclo logaritmico, en comparacion con el control. Ellos atribuyeron
este efecto a la atmosfera modificada originada por el recubrimiento comestible,
generando una permeabilidad selectiva a gases, asi como, el efecto antimicrobiano de
grupos amino cargados positivamente del Quitosano que interactia con las
membranas celulares microbianas con carga negativa, lo cual conduce a la fuga de

constituyentes intracelulares proteicos y otros microorganismos.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo reportado por Ayon-
Reyna y col (2015), ellos estudiaron el efecto de tratamiento hidrotérmico con cloruro

de calcio y Quitosano en papaya procesada minimamente, reportando un crecimiento
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de bacterias psicréfilas de 5.2x10* UFC/g para el tratamiento que contenia Quitosano,

lograndose inhibir el desarrollo de psicroéfilos hasta 6 veces mas que el control.

En este trabajo se realiz6 tincion de Gram tomando una muestra de las bacterias
psicrofilas con el fin de visualizar las bacterias y su morfologia, por ejemplo la forma
(cocos, bacilos, cocobacilos y espirilos) y la agrupacion (parejas, racimos, cadenas,
empalizadas), ademas de conocer la proliferacion de bacterias Gram-positivas o
Gram-negativas. Encontrando que se trataba de estafilococos Gram-negativos (Anexo

4).

Las temperaturas bajas de almacenamiento de papaya procesada minimamente
puede permitir el crecimiento de patégenos psicroéfilos, como Listeria monocytégenes
(Ayon-Reyna y col 2015). Se pudo comprobar mediante la tincion de Gram, que en las
muestras donde hubo crecimiento de bacterias psicréfilas se observd mayormente
bacterias Gram-negativas, por lo que se puede mencionar que las papayas recubiertas

con Quitosano no contenian este microorganismo patdégeno.
3 Hongosy levaduras

Al dia de procesamiento, el conteo de hongos y levaduras fue bajo en todos los
tratamientos (Control, Quit Com y Quit Opt), para el dia cinco el crecimiento de éstos
no fue significativo, ya que no se observaron diferencias estadisticamente significativas
para cada uno de los tratamientos. Fue hasta el Ultimo dia de almacenamiento, que se
observaron diferencias significativas entre el tratamiento Control y los tratamientos que
emplearon Quitosano, lograndose observar la eficacia de los tratamientos que
contenian Quitosano (Com y Opt) para retardar el crecimiento de hongos y levaduras

respecto al Control.
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En la Figura 24 se puede observar el comportamiento del crecimiento de hongos
y levaduras durante el almacenamiento a 5°C de rebanadas de papaya variedad

“Maradol”.

Las rebanadas que no fueron tratadas con Quitosano (control) tuvieron el maximo
crecimiento de hongosy levaduras al dia diez de almacenamiento, alcanzando un valor
promedio de 1.58x10° UFC/g, seguido del tratamiento Quitosano Com con un
promedio de 2.28x10°. Los tratamientos que tuvieron el menor recuento de hongos y
levaduras fueron los que contenian Quitosano (Com y Opt) con valores promedio de
2.28x10° y 1.98x10°, respectivamente; entre los tratamientos a base de Quitosano
(Com y Opt) no presentaron diferencias estadisticamente significativas mostrando un
comportamiento similar durante los diez dias de almacenamiento de rebanadas de

papaya procesada minimamente y almacenada a 5°C.

En la Figura 25 se puede observar visualmente el crecimiento de hongos y
levaduras en placas Petri cultivadas a partir de los diferentes tratamientos sobre
rebanadas de papaya procesadas minimamente, posteriormente a su almacenamiento

por diez dias a 5°C.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo reportado por
(Durango y col 2006), ellos reportaron una importante accion fungicida del Quitosano
aplicado en zanahoria procesadas minimamente. Observaron una disminuciéon en el
crecimiento de hongos y levaduras durante los dias de almacenamiento, teniendo

diferencias estadisticamente significativas con el control.

Bautista-Bafios y col (2006a) mencionaron que el Quitosano no solo es eficaz en
detener el crecimiento del patdogeno, sino que también induce cambios morfoldgicos
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Figura 24. Recuento de hongos y levaduras durante el almacenamiento a 5°C de
rebanadas de papaya “Maradol” procesadas minimamente. Control=rebanadas de
papaya procesadas minimamente sin la aplicacion de pelicula de Quitosano, Quit
Com=rebanadas de papaya procesadas minimamente con la aplicacion de pelicula
de Quitosano comercial y Quit Opt=rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de
fermentacion lactica. Cada punto representa la media de 9 repeticiones * la

desviacion estandar.
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Figura 25. Fotografias que muestran el efecto de los diferentes tratamientos (Control,
Quit Com y Quit Opt) aplicados en trozos de papaya “Maradol” almacenada a 5°C por
10 dias sobre el crecimiento de hongos y levaduras. Control=rebanadas de papaya
procesadas minimamente sin la aplicacion de pelicula de Quitosano, Quit
Com=rebanadas de papaya procesadas minimamente con la aplicacién de pelicula
de Quitosano comercial y Quit Opt=rebanadas de papaya procesadas minimamente
con la aplicacion de pelicula de Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de

fermentacion lactica.
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marcados, alteraciones estructurales y desorganizacion molecular de las células de
hongos. Se cree que esta actividad esta relacionada con la naturaleza de este
compuesto policationico y es la clave para sus propiedades antifungicas y que la

longitud de la cadena de polimero mejora su actividad antifangica.

Ali y col (2010) reportaron una disminucion en la proliferacion de hongos en
papaya tratada con soluciones de Quitosano. Al evaluar diferentes concentraciones de
este biopolimero, encontraron que una solucion al 2% fue la que mayor inhibicion tuvo.
Se encontraron diferencias significativas a partir del dia 7 de almacenamiento,

comportamiento observado en el presente trabajo.

Los resultados obtenidos en este trabajo no coinciden con lo reportado por
Moreira y col (2011), estos autores no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre floretes de brécoli recubiertas con Quitosano y floretes sin cubiertas
(control) durante catorce dias de almacenamiento. Ellos comentan que esto pudo
deberse a que la flora de hongos y levaduras en brécoli es mas resistente a

tratamientos antimicrobianos, respecto a otras frutas y verduras.

Lépez-Mata y col (2012), evaluaron el efecto de cubiertas de Quitosano sobre
fresa, encontrando que los tratamientos a base de este biopolimero tuvieron menor
crecimiento de hongos y levaduras, teniendo diferencias significativas con el control
desde el dia de procesamiento, manteniendo este comportamiento hasta el final del

almacenamiento.

Bautista-Bafios y col (2013), reportaron el efecto de cubiertas de Quitosano en
papaya, se han estudiado distintas concentraciones en este fruto, observaron que la
concentracion de 3% fue la que tuvo mayor inhibicion. Se han propuesto diferentes
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mecanismos de accion, sin embargo, el mas apoyado se asocia con la naturaleza
cationica del Quitosano, la cual se asocia fuertemente con la composicién de la

membrana celular de los hongos, afectando a su integridad y permeabilidad.

Lépez-Mora y col (2013), estudiaron la actividad antifUngica de Quitosano
aplicado sobre mango, observando que, en comparacion con el control, los
tratamientos con Quitosano influyeron en el crecimiento de hongos y levaduras. El
menor crecimiento se encontrd a una concentracion de 1%. Esto podria deberse a las
caracteristicas del Quitosano utilizado y al fruto evaluado. Los autores mencionan
ademas, que concentraciones superiores a 1.5% inhiben el desarrollo de hongos por
completo, sin embargo, este efecto depende en gran medida del microorganismo

evaluado.

Dotto y col (2015), al evaluar el efecto de la aplicacion de Quitosano en papaya
sobre las caracteristicas de calidad y el crecimiento de microorganismos, observaron
qgue los frutos a los que les aplicaron una solucidon que contenia este biopolimero,
presentaron el menor crecimiento de hongos y levaduras comparado con las no

tratadas después del quinto dia de almacenamiento.

Se realiz6 tincién de Gram a las muestras con proliferacion de hongos y levaduras

para conocer la morfologia de las mismas, pudiendo observarse en el Anexo 5.
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Xl CONCLUSIONES

1. Se optimizaron las condiciones del proceso de obtencidén de Quitina y Quitosano
a partir de residuos de camardén, empleando fermentacién lactica y
subproductos de las industrias lactea y azucarera como fuente de inoculo y
energia, utilizando la metodologia de superficie respuesta. La mejor
combinacion de las variables de proceso (tiempo de fermentacion y
concentracion de azucar) fue 180 h y 8.7 °Brix, en donde se estimaron los
valores de 0.29% de cenizas, 2.02% de rendimiento y un GD de 86.30%.

2. Quitosano obtenido en las mejores condiciones de procesamiento tuvo un
contenido de cenizas de 0.23%, un rendimiento de 2.03% y un DG de 83%,
valores similares a los predichos, indicando que los modelos de prediccion para
estas respuestas fueron adecuados Yy reproducibles. Estos valores
experimentales indican que el Quitosano obtenido en las mejores condiciones
de procesamiento resulté ser de buena calidad y similar a los Quitosanos
reportados en la literatura, asi como, al Quitosano comercial (Quitosano
obtenido por el método quimico convencional).

3. El tratamiento con Quitosano obtenido en las mejores condiciones de
procesamiento retardd la perdida de color y acidez titulable, y el aumento de pH
de rebanadas de papaya procesadas minimamente y almacenada a 5°C
durante 10 dias y no presenté diferencias significativas con el Quitosano
comercial (Quitosano obtenido por el método quimico convencional).

4. El contenido de sélidos solubles totales y la firmeza de rebanadas de papaya

procesadas minimamente y almacenada a 5°C durante 10 dias no fueron
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afectados por los tratamientos con Quitosano ni por el tiempo de
almacenamiento.

El tratamiento con Quitosano obtenido en las mejores condiciones de
procesamiento retardd el crecimiento de bacterias mesofilas y psicrofilas, asi
como el crecimiento de hongos y levaduras, de rebanadas de papaya
procesadas minimamente y almacenada a 5°C durante 10 dias y no present6
diferencias significativas con el Quitosano (Quitosano obtenido por el método
guimico convencional).

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo, el tratamiento con
Quitosano obtenido con condiciones optimizadas de fermentacion acido lactica
podria aplicarse en otros frutos como recubrimiento para mantener sus
caracteristicas de calidad y retardar el crecimiento microbiano durante el
almacenamiento de los frutos procesados minimamente, de manera similar a lo

reportado para Quitosano obtenido por el método quimico convencional.
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Anexo 1. Espectro de infrarrojo del Quitosano obtenido en las condiciones 6ptimas

de fermentacion lactica de cabezas de camaron.
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25°C en NACI/HOAc, para Quitosano
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Anexo 3. Tincion de gram realizada a las muestras de bacterias mesoéfilas de papaya

inmersas en solucién que contenia Quitosano optimizado.
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Anexo 4. Tincion de gram realizada a las muestras de bacterias psicrofilas de papaya

inmersas en solucién que contenia Quitosano optimizado.
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Anexo 5. Tincion de gram realizada a las muestras de hongos y levaduras de papaya

inmersas en solucién que contenia Quitosano optimizado.
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