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RESUMEN

La vida util poscosecha de tomates (Lycopersicon esculentum L. Var. Coloso) recubiertos con una pelicula de
suero de leche y monoestearato de glicerilo acetilado se compard con frutos mantenidos en iguales condiciones
(15°C, 90% H.R.) pero sin recubrir. Durante las cuatro semanas de almacenamiento, los tomates recubiertos
exhibieron menor pérdida de peso, menor desarrollo de color rojo y contenido de licopeno, menor pérdida de
firmeza, y un cambio en la evolucidn de los acidos malico y succinico. No se observaron diferencias en la evolucion
de los grados Brix, pH y acidez titulable durante el periodo de almacenamiento. Se discute las posibles razones
que explican el aumento en la vida Util poscosecha y se concluye que los cambios observados en los frutos
recubiertos, concuerdan con un almacenamiento en atmdsfera modificada conteniendo menor O, y mayor CO,. La
vida util poscosecha de los frutos recubiertos se extendié por 10 dias en iguales condiciones de almacenamiento.
Desde que el suero de leche es un subproducto de la industria lactea de muy bajo costo, este tipo de pelicula
comestible tiene importante potencial para ser usado como extensor de la vida poscosecha de tomate,
principalmente en etapas tardias de la zafra o para el almacenamiento durante la exportacion.

TOMATO SHELF LIFE EXTENSION USING A WHEY PROTEIN EDIBLE FILM

Keywords: tomato, edible films, whey, shelf life, organic acids.

ABSTRACT

The shelf life of tomatoes (Lycopersicon esculentum, L. Var. Coloso) covered with a whey protein and acetylated
glyceril monoestearate film, was compared to the shelf life of uncovered tomatoes, stored in identical conditions
(15°C, 90% R.H.). During the four weeks of storage, covered tomatoes exhibited less weight loss, less red color
development and lycopene content, less firmness loss, and a different malic and succinic acid evolution. No
changes in °Brix, pH, and titratable acidity were found over the storage time for both treatments. Overall, the
shelf life of covered tomatoes was extended in 10 days, in the same storage conditions. The reasons to explain
the shelf life extension are discussed and it is concluded that the observed fruit changes agree with a modified
atmosphere storage containing a lower O, and higher CO, content. Since the milk whey is a low cost byproduct of
the dairy industry, whey protein edible films have a very good potential to be used as a shelf life extenders in
tomato, mainly in late stages of the harvest season or during storage for export purposes.
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INTRODUCCION

Las peliculas o films comestibles han
recibido intensa investigacién durante los
ultimos 20 afios (Guilbert, 1986; Krochta y de
Mulder-Johnson, 1997) para mejorar las
propiedades organolépticas de alimentos,
incrementar la vida de anaquel, y reducir el
uso de materiales de embalaje descartables y
no degradables (Guilbert, 1986). Dependiendo
de su composicion quimica, las peliculas
comestibles pueden: (1) regular procesos de
transferencia de masa involucrando oxigeno
(Miller y Krochta, 1997; Ayrancy y Tunc, 2003),
diéxido de carbono (Galietta et a/, 1998b),
vapor de agua (Avena-Bustillos y Krochta,
1993), etileno (Galietta et al, 1998b) y otros
compuestos volatiles (Miller y Krochta, 1997) y
(2) tener efecto en las propiedades mecanicas
de los alimentos (Galietta et al, 1998a).
Adicionalmente, agentes  antimicrobianos,
antioxidantes, sabores, colores, agentes
entrecruzadores (Galietta et al, 1998a) vy
plastificantes (Budi y Wild, 1999) han sido
adicionados para mejorar las propiedades
funcionales de las cubiertas. Aunque las
peliculas comestibles pueden ser hechas con
proteinas (Krochta y de Mulder-Johnson, 1997;
Galietta et al, 1998b), lipidos (Morillon et al.,
2002) y / o carbohidratos (Camirand et al.,
1992), son las primeras los principales
componentes de los films comestibles.

El suero de leche es una significativa
fuente de proteinas funcionales - B-
Lactoglobulina (B-Lg) y a-Lactoalblmina (a-La)
principalmente -, obtenido como subproducto
de la industria del queso y la caseina (Fox y
McSweeney, 1998). Las proteinas del suero de
leche tienen un excelente valor nutritivo,
solubilidad variable en agua, y aptitud como
agente emulsionante (Walstra et al, 1999).
Existen revisiones sobre el uso de proteinas de
leche como peliculas comestibles (McHugh y
Krochta, 1994; Krochta y de Mulder-Johnson,
1997). Por su alto contenido proteico, tanto los
concentrados (WPC; aprox. 80% en proteina)
como los aislados (WPI; >90% proteinas) de
proteinas de suero de leche, son ideales para
la formacion de peliculas comestibles (Galietta,
2001). Sin embargo, es necesaria la previa
desnaturalizacién de la B-Lg y la a-La, para
exponer los grupos sulfhidrilo (-SH) y disulfuro
(S-S) encubiertos en el centro hidrofébico de la
estructura globular terciaria nativa de estas

proteinas. La posterior formacion de enlaces
disulfuro  intermoleculares,  principalmente
entre las unidades monoméricas de la B-Lg
(Monahan et al, 1993), promueve Ila
generacion de una red tridimensional estable.
Sin embargo, es necesario incorporar un
plastificante (por ejemplo glicerol o sorbitol)
para disminuir la densidad y reversibilidad de
las interacciones intermoleculares, e
incrementar la movilidad de las cadenas y en
consecuencia la flexibilidad de la pelicula
(Banker, 1966). Las peliculas en base a suero
de leche plastificadas con glicerol son
excelentes barreras al O,, CO, y C;H4 (McHugh
y Krochta, 1994, Galietta et a/, 1998b),
aunque por ser altamente hidrofilicos, no son
buenas barreras al vapor de agua (Galietta,
2001). El uso de este tipo de pelicula en
conjuncion con membranas hidrofébicas,
formando bicapas (Greener y Fenema, 1989),
hace a este tipo de coberturas ideales para el
estudio poscosecha de frutas y hortalizas,
principalmente en aquellos frutos altamente
perecederos.

El presente trabajo tiene como objetivo
el estudio de la vida Util, poscosecha de tomate
(Lycopersicon esculentum L. Var. Coloso)
recubierto con una bicapa comestible formada
por una capa hidrofilica de aislado de proteina
de suero de leche (WPI) y una capa
hidrofébica de monoesterato de glicerilo
acetilado (Myvacet).

MATERIALES Y METODOS

Se adquirieron tomates (Licopersicon
esculentum, L., var. Coloso) en igual estado de
madurez (verde-pintdbn o breaker) de un
productor local. Los tomates se lavaron por
inmersion en una solucién de NaClO (200 ppm)
durante 30 s y luego se dividieron en dos
grupos: (1) Control, tomates sin recubrimiento,
y (2) Tomates recubiertos. El proceso de
recubrimiento  consisti6 en sumergir los
tomates primero en una solucién acuosa al
10% (m/m) de aislados de proteinas de suero
de leche (WPI) y luego en una solucién al 10%
(m/m) de monoesterato de glicerilo acetilado
(Myvacet 7-00, Eastman Chemical, Kingsport,
Tennessee, USA) en etanol (959 grado
alimentario). Entre cada aplicacién los tomates
se secaron usando aire forzado a 40°C durante
10 segundos.
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Preparacion de la solucion de WPI.
La eleccién de la solucién de WPI (Davisco,
Eden Praire, Minnesota, USA) se basd en
investigaciones previas (Galietta, 2001) donde
se optimizaron las propiedades termo-
mecanicas de las peliculas de suero, aisladas
de cualquier sustrato. Brevemente, se prepard
una solucion acuosa de WPI al 10% (m/m), se
ajusté a pH 7 usando HCI (0.1 A) o NaOH (0.1
N) y se desgased durante 1 min con bomba
rotatoria (0.1 mbar). Posteriormente, la
solucién se mantuvo a 85°C por 10 min, en
placa calefactora con agitacion magnética
constante (250 rpm), para promover la
desnaturalizacién completa de las proteinas de
suero (McHugh et al, 1993). Después de
enfriar a temperatura ambiente, se agrego
glicerol (33% m/m base seca) como
plastificante.

Condiciones de almacenamiento.
Los tomates fueron almacenados en camara a
15+2°C y 90+2% H.R. y removidos para
analisis después de 0, 1, 2, 3 y 4 semanas.
Cada semana se seleccionaron al azar 10
tomates de cada grupo para realizar las
siguientes determinaciones en cada tomate:
(1) Firmeza, expresada como la fuerza
requerida para producir una deformacion de 5
mm usando una prensa manual equipada con
una sonda cilindrica de 15 mm de diametro,
(2) Sélidos solubles expresados en grados Brix
(°Brix) del jugo usando un refractometro
(modelo ATC-1E, Atago, Japon), (3) pH,
medido en el jugo, (4) Acidez titulable, usando
NaOH 0.1/ y fenolftaleina como indicador, los
resultados se expresaron como % de acido
citrico, (5) Acidos Organicos, para la extraccion
2 g de jugo de tomate se aforaron a 25 mL
agua y se sonicd (Modelo 2510, sonicador
Branson, Danbury, USA) durante 5 min. La
solucion se filtré (Whatman No.1) y se
cuantificé usando un HPLC (Thermo separation
products, San José, California, USA) equipado
con detector de UV/visible (modelo Spectra
System UV 2000, Thermo separation products,
San José, California, USA) a 210 nm y una
columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules,
California, USA). Se us6 como fase moévil H,SO,4
0.005 M a una temperatura de trabajo de
350C. Acido succinico (Sigma-Aldrich, min.
99.0%, No. Cat. S-7501), acido DL-malico
(Mallinckrodt, min. 99.5%) vy acido citrico

(Sigma-Aldrich, min. 99.5%, No. Cat. 25127-
5), fueron usados como estandares externos,
(6) Color, usando una escala de 11 tonos
cubriendo el rango verde (1) a rojo maduro
(11) (bttp://www.floridatomatoes.org/), (7)
Contenido de licopeno, para la extraccion se
usaron tubos herméticos, recubiertos con papel
de aluminio, se colocd 1 g de jugo de tomate
en 10 mL de acetona (Merck, 99.9%). Se agitd
regularmente durante 24 h y el filtrado se
midi6 en espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo
UV-1203) a 472 nm como medida relativa de la
variacion en el contenido de licopeno a lo largo
del tiempo. Ademas, se determind la pérdida
de Peso en cada una de 10 replicaciones por
tratamiento usando una balanza electrénica
(A&D, modelo FX-2000, d=0.01g) a intervalos
regulares hasta la cuarta semana.

Disefio experimental. Los resultados
se analizaron como parcelas divididas en el
tiempo en un disefio completamente al azar
con dos tratamientos (con y sin recubrimiento)
y diez replicaciones. Cuando el ANOVA arrojo
diferencias significativas, el efecto del tiempo y
tratamiento fue analizado mediante intervalos
de confianza para polinomios ortogonales
(Kuehl, 1994). En el caso de los acidos
organicos, las diferencias fueron analizadas
usando la prueba t de student para medias no
pareadas (o=0,05). Los datos fueron
procesados usando SAS software version 6.12
(SAS Inc., Virginia, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso del recubrimiento comestible de
proteina de suero y monoestearato de glicerilo
acetilado (MGA) produjo un retraso en la
maduracién y en la pérdida de peso de los
frutos, que se tradujo en un aumento de la
vida atil poscosecha de los tomates
recubiertos. En el transcurso de las 3 primeras
semanas, mientras 20% de los frutos no
recubiertos debieron ser descartados el 98%
de los frutos recubiertos permanecieron
comestibles en las mismas condiciones. El
mantenimiento de la calidad en los frutos
recubiertos fue concordante con un
almacenamiento en alta humedad relativa y
con una atmosfera modificada con menor
contenido relativo de O, y mayor CO,
(Beaudry, 1999).
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Los frutos recubiertos tuvieron una
significativa reduccion en la pérdida de peso
comparado con aquellos sin recubrir (Figura 1).
Este retardo se explica principalmente por la
disminucién en la pérdida de agua debido a las
propiedades de barrera al vapor del MGA
(Avena-Bustillos y Krochta, 1993). La pérdida
de peso mantuvo una cinética del mismo orden
para frutos recubiertos y testigos sin recubrir.
Sin embargo, la tasa de pérdida de peso fue la
mitad para frutos recubiertos. De esta forma,
las diferencias en peso entre frutos recubiertos
y no recubiertos se mantuvo durante todo el
experimento y mientras 65 % de los tomates
recubiertos  permanecieron con calidad
comercial hasta el Ultimo dia de
determinaciones (dia 26), el 100% de los
frutos no recubiertos debieron ser descartados.
La menor pérdida de humedad tiene al menos
dos consecuencias importantes: (1) el fruto
mantiene su valor comercial ya que pierde
menos peso y (2) se retrasa la maduracion a
través de inhibicién de la enzima S-adenosyl
methionina  sintetasa, cuya accidn es
promovida por déficit hidrico en el fruto y es
considerada el paso limitante en la generacion
de etileno (Hobson y Grierson, 1993).

Recubiertos

g0 Perdida de peso = 0.0025x? — 0.239x + 100
o p<0.01
2
2 o
L)
=
g 97
3 e iy
Pl ¥
siak
9 4 g
1 A * .
No Recubiertos ¥ X T
83 1 Pérdida de peso= 0.0065x2 — 0.525x +99.9 %
p<0.01
a7 ; : : ; :
0 5 10 15 20 25 Dia

Figura 1 — Evolucion de la pérdida de peso en
tomates recubiertos y sin recubrir. Observaciones
individuales de (*) tomates no recubiertos y (X)
tomates recubiertos. Intervalo de confianza (95%)
para la media de ( -eeeeee ) tomates recubiertos y
(— — —) tomates no recubiertos.

La evolucion de la firmeza (Figura 2)
tuvo un comportamiento similar al de la
pérdida de peso, aunque a partir de las tres
semanas (21 dias) la diferencia entre frutos
recubiertos y controles dejo de ser significativa.

En frutos no recubiertos, la ruptura de
sustancias pécticas a medida que transcurre la
maduracion, es promovida por un incremento
en el etileno interno que activa las enzimas
pectinesterasa (PE) y poligalacturonasa (PGE).
Para que el etileno active estas enzimas una
baja concentracion de CO, en el fruto es
necesaria (Hobson y Grierson, 1993). Usando
peliculas de WPI en manzana, Cisneros-
Zevallos y Krochta (2003) encontraron que aun
con niveles de humedad relativa altos (>85%)
que drasticamente aumentaron la
permeabilidad de la pelicula, la concentracion
de CO, intra-fruto permanece alta en
comparacion con controles no recubiertos. En
forma similar, es probable que la mayor
concentracion de CO, dentro de tomates
recubiertos, inhibié la accion del etileno sobre
las enzimas de degradacion de las sustancias
pécticas.

Hong y Krochta (2003) demostraron en
manzana que a partir de HR ~ 85 % la
permeabilidad al O, en recubrimientos de WPI
no difiere de frutos no recubiertos. Desde que
la permeabilidad al O, se incrementa en forma
exponencial en funcién de la humedad relativa
(Cisneros-Zevallos y Krochta, 2003) y desde
que los frutos se almacenaron a 90% HR, se
infirid que el recubrimiento conteniendo suero
de leche fue una barrera relativamente pobre
al O, también para el caso del tomate. El hecho
de que en ningln caso se pudo constatar
evidencia de fermentacion anaerdbica refuerza
la conclusion de que el recubrimiento,
conteniendo Myvacet y WPI, no fue una
barrera importante al O,. Este aspecto, es
importante no solo por los potenciales
microorganismos responsables de la
descomposicion del tomate y sino por
seguridad alimentaria ya que se ha reportado
el crecimiento de Clostridium Botulinum en
tomates  almacenados en condiciones
anaerdbicas (Farber et al., 2003).

Como se observa en la Figura 3, los
frutos recubiertos mostraron un retraso en el
desarrollo del color rojo en comparacién con
aquellos tomates no recubiertos. En tomate, el
cambio de color es un fendmeno que
acompana a la maduracién, el color rojo
caracteristico del tomate es debido
principalmente a la aparicion de licopeno
como consecuencia de la degradacion de las
clorofilas (Reid, 2002).
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o
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Recubiertos
* Firmeza = 0.1783x? — 1.1428x + 3.5713
P< 0.001

y
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No Recubiertos e

Firmeza = 0.3808x2 — 2.0664x + 3.6645 T mme

P<0.001
P [p<0.001

0 1 Semana 2 3

Figura 2 — Evolucion de la firmeza en tomates
recubiertos y sin recubrir. Observaciones
individuales de (*) tomates no recubiertos y (X)
tomates recubiertos. Intervalo de confianza (95%)
para la media de (— — — ) tomates recubiertos y
[ Gl ) tomates no recubiertos.

Esta degradacion es inhibida en
ambientes de relativo bajo O, y elevado CO,,
principalmente por un bloqueo en la
sensibilidad al etileno (Beaudry, 1999). La
concentracion relativa de licopeno, medida a
través de la absorbancia a 472 nm, siguid
también un patron mostrando retraso en la
maduracién de los frutos en las primeras tres
semanas de almacenamiento (Figura 4). En el
caso de frutos no recubiertos la correlacion
entre carta de color y absorbancia a 472 nm
fue alta (r=0.91, p<0.05). Sin embargo, para
el caso de frutos recubiertos la correlacion fue
menor (r=0.63, p<0.05), posiblemente debido
al efecto adicional de la pelicula enmascarando
el desarrollo del color rojo a nivel superficial
del fruto. Se observdé ademas, que aquellos
frutos recubiertos que presentaban valores en
la escala de color hacia el rojo (mas maduros),
mostraban un desarrollo de color de la pulpa
interna, correspondientes a tomates no
recubiertos en etapas de maduracidon mas
tempranas (datos no mostrados). Esto Ultimo,
respalda la hipotesis de un efecto superficial
del recubrimiento sobre el color del fruto.

El contenido inicial de acidos organicos
(Figura 5) al comienzo de los experimentos
concordd con datos previamente reportados en
tomate por Lopez et al (2003). Durante el
almacenamiento, el nivel de acido malico en
tomates recubiertos fue significativamente
menor al de los controles en las Ultimas dos
semanas. Similares resultados  fueron
encontrados para tomates mantenidos en

atmosfera controlada con menor contenido
relativo de O, y mayor de CO, (Lopez et al.,
2003).

5 97 No Recubiertos /\K
° Color = 0.2445x> — 1.698x? + 4.1753x + 3.2736
o p<0.001 7

3 .

L Recubiertos:
Color = 0.153x’ - 1.071x? + 2.592x + 3.345
p<0.001
0 1 2 Semana 3 4
Figura 3 - Evolucion del color en tomates

recubiertos y sin recubrir. Observaciones
individuales de (*) tomates no recubiertos y (X)
tomates recubiertos. Intervalo de confianza (95%)

para la media de (— — — ) tomates recubiertos y
[GREEERES ) tomates no recubiertos.

25 4

» No Recubiertos s ¥

g Absorbancia = -0.112x? + 0.805x + 0.4832

5 | p<0.001

* Absorbancia= -0.038* + 0.2057x% + 0.1205x + 0.3986
p<0.001

0 1 2 Semana 3 4

Figura 4 — Evolucion de la absorbancia a 472 nm de
jugo de tomates recubiertos y sin recubrir.
Observaciones individuales de (*) tomates no
recubiertos y (X) tomates recubiertos. Intervalo de
confianza (95%) para la media de (— — —) tomates
recubiertos y (- ) tomates no recubiertos.

El aumento de CO, intra-fruto limita el
pasaje succinato - malato en el ciclo Krebs
(Lehninger y Nelson, 1999) a través de la
inhibicion del bloqueo de la enzima succinato
dehidrogenasa (Knee, 1993). Esto explicaria
también el aumento del nivel de &cido
succinico en etapas tardias (semana 4) de
almacenamiento  de los frutos con
recubrimiento. La evolucion de los principales
acidos organicos en el fruto en funcion del
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tiempo vy tipo de almacenamiento asi como la
evolucion de estos acidos intra-fruto es un area
que requiere mayor atencion por parte de los
investigadores ya que no existen reportes que
permitan explicar en detalle este aspecto de la
maduracién del tomate.

No se encontrd efecto del
recubrimiento sobre los grados Brix, que
permanecieron estables durante el periodo de
almacenamiento de los frutos (media = 3,63;
CV(%)= 11,2). Tampoco se observé efecto del
recubrimiento sobre la evolucién del pH o la
acidez titulable, lo que refleja la dispar
evolucion de los distintos acidos organicos
durante el almacenamiento de los frutos (Tabla
1).

035 Citrato Recubiertos

Sin recubrir

gl 1I é 3I Semana ;1
Figura 5. Evolucion del contenido de acidos
organicos en tomates recubiertos y sin recubrir. (*)
Diferencias significativas usando el test t de student
(.<0.05).

CONCLUSIONES

El uso de bicapas de suero de leche y
MGA aparece como una alternativa de interés
para extender la vida Util poscosecha de
tomate. Las propiedades de barrera al CO,, O,
y agua de este recubrimiento, frenan Ila
pérdida de peso y firmeza del fruto y retrasan
el desarrollo de color rojo, favoreciendo que el
temate-permanezca—en—condiciones—aceptables

por mayor tiempo.

Tabla 1. Evolucion del pH y acidez titulable
expresada como % acido citrico. Los valores son
promedio para tomates recubiertos y no recubiertos

Acidez titulable

Semana PH (% acido citrico)
media CV (%) media CV (%)

0 4.20 1.69 0.36 22.96

1 4.28 2.10 0.23 14.45

2 4.32 1.15 0.25 8.62

3 4.26 1.44 0.21 14.98

4 4.45 1.59 0.18 15.64

Mas estudios son necesarios sobre el
uso de recubrimientos comestibles aplicados /n
vivo, es decir sobre frutas y hortalizas en
condiciones de almacenamiento comercial.
Aunque abundantes reportes existen sobre las
propiedades termo-mecanicas y de barrera de
los recubrimientos comestibles, factores como
vida dtil del recubrimiento, interaccion con
metabolitos de la fruta y cambios de sabor
entre otros, pueden actuar como fuerte
obstaculos a la aplicacién de recubrimientos
que aparezca como adecuado a partir de
estudios sobre sistemas modelo.
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