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RESUMEN

En este trabajo se elaboraron peliculas comestibles
(PCs) a base de quitosano (Q), agar (A) y tomillo (T), en cuatro
diferentes formulaciones (Q, A, QA y QAT). A las PCs se les
evaluaron propiedades mecanicas (tension y elongacién a
la ruptura), propiedades estructurales (espectroscopia de in-
frarrojo por FTIR), propiedades térmicas (analisis termogravi-
métrico), propiedades de transporte (permeabilidad al vapor
de agua) y andlisis morfoldgico (microscopia electronica de
barrido). Las PCs de QA y QAT destacaron por su resistencia
a la tension, transparencia, velocidad de transmision al vapor
de agua y permeancia, asi como la mayor capacidad antio-
xidante. Se evalu6 el efecto de la aplicacion de los recubri-
mientos comestibles (RCs) de QA y QAT en la calidad de frutos
de aguacate “Hass” durante 13 dias de almacenamiento a 25
°C. Se evaluaron periédicamente en los frutos las variables de
pérdida de peso, tasa de respiracion, produccion de etileno,
apariencia visual y pudriciones. La aplicacion de los RCs al fru-
to redujo su pérdida de peso y extendié su vida de anaquel.
Los RCs les confirieron a los frutos una barrera al vapor de
agua, reduciendo la pérdida de peso en 40%. Asi mismo, se
disminuy¢ la incidencia de pudriciones de los frutos.
Palabras clave: Recubrimientos comestibles, quitosano,
tomillo, peliculas, vida de anaquel.

ABSTRACT

In this work, edible films (PCs) based on chitosan (Q),
agar (A) and thyme oil (T) were prepared in four different
formulations (Q, A, QA and QAT), and their mechanical pro-
perties (tension and elongation at break) and water vapor
permeability were evaluated. Infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA) and scanning electron
microscopy (SEM) were also performed. The QA and QAT
PCs stood out for their tensile strength, transparency, water
vapor transmission rate and permeance, as well as the hig-
hest antioxidant activity. The effect of the application of the
edible coatings (RCs) of QA and QAT on the quality of ‘Hass’
avocado fruit was evaluated during 13 d of storage at 25 °C.
The following variables were evaluated periodically: weight
loss, respiration rate, ethylene production, visual appearance,
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and rotting. The application of RCs to the fruit reduced their
weight loss and extended their shelf life. The RCs gave the
fruit a barrier to water vapor, reducing weight loss by 40 with
respect to the control. In addition, the incidence of fruit rots
was reduced.

Keyword: Edible coatings, chitosan, thyme, films, shelf-life.

INTRODUCCION

México es el principal pais productor de aguacate a
nivel mundial, con un volumen de produccién de 206,466 t
en el ciclo 2019/2020 (SAGARPA, 2020), cubriendo una super-
ficie de 241,140 ha. El principal cultivar es ‘Hass, con el 89%
de la produccion. El aguacate (Persea americana Mill.) es un
fruto con excelente sabor y textura. Ademas, el aguacate es
rico en vitamina E, acido ascorbico, vitamina B, [3-caroteno
y potasio (Arpaia, 2009); lo que lo convierte en un fruto con
alto valor nutricional y sabor.

El aguacate es un fruto climatérico que madura des-
pués de cosechado y de alta tasa metabdlica con una vida
de anaquel corta, completando su madurezentre 5a 7 dias a
25 °C después de la cosecha (Kader y Arpaia, 1999). La aplica-
cion de recubrimientos comestibles (RCs) o biodegradables
es un método para extender la vida de almacenamiento del
aguacate.

Las peliculas comestibles (PCs) son una capa fina que
se puede utilizar como envase, las cuales al aplicarse sobre
los alimentos de interés mediante la inmersién o aspersion
forman los RCs; los componentes se formulan en solucién
como lipidos, proteinas, carbohidratos o mezclas de estos
(Ramos-Garcia et al.,, 2010). Un recubrimiento comestible
(RC) se puede definir como una matriz polimérica, que forma
un recubrimiento alrededor del alimento y forma un meca-
nismo de barrera entre el fruto o vegetal y el ambiente. La
aplicacién de RCs permite alargar la vida util durante el al-
macenamiento al reducir las pérdidas de humedad y retardar
la maduracién de los frutos, ya que actian como barrera al
intercambio gaseoso (Maftoonazed y Ramaswamy, 2005).
Los RCs también se utilizan para mejorar la integridad o pro-
teccion de los frutos frente a la manipulacion y para aportar
brillo a la fruta. Biopolimeros a base de almidén, quitosano,
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alginato, agar, etc.; en forma de peliculas comestibles (PCs)
o de RCs se han empleado como alternativa postcosecha de
frutos, lo cual es una opcién de envase primario ecoldgico y
que no causa dano al medio ambiente por sus caracteristicas
de biodegradabilidad.

El agar (A) es un polisacarido extraido de las algas
rojas (Gracilaria, Gelidium y Pterocladia), el cual se compone
de residuos alternados de D- y L-galactosa, con enlaces 3-1,3
and a-1,4, respectivamente (Campa-Siqueiros et al., 2020).
Este biopolimero es biodegradable y biocompatible; ade-
mas, posee la capacidad de producir peliculas; para ello, la
adicion de un plastificante es muy recomendable porque las
peliculas de agar muestran alta resistencia mecdanica, aunque
con caracteristica elastica (flexibilidad) limitada (Kanmani y
Rhim, 2014).

Otro compuesto utilizado en los RCs es el quitosano
(Q), el cual es un polisacérido lineal compuesto de glucosa-
mina y unidades N-acetil-glucosamina unidas por enlaces
B-(1-4) glucosidico. Es obtenido por desacetilacion alcalina
de la quitina proveniente de crustaceos (Vargas et al., 2006).
Dependiendo del origen de extraccién y las condiciones de
extraccion y desacetilacion de la quitina, da como resultado
el grado de acetilacion y peso molecular del compuesto. La
solubilidad, pK, viscosidad, capacidad de gelificacion, entre
otras propiedades depende de estos parametros (Peniche
et al., 2008). El Q es biocompatible, biodegradable y es un
material no téxico. También tiene otras propiedades biolo-
gicas, como capacidad de cicatrizar heridas y actividad an-
timicrobiana. Buena capacidad de formar peliculas y puede
ser procesada en fibras, geles, microesferas, microcapsulas y
micro-nanoparticulas (Santos-Lépez et al., 2017; Goycolea et
al., 2009). El Q es soluble en la mayoria de las soluciones de
acidos organicos (acido acético, acido lactico y acido formi-
co) (Badawi y Rabea, 2011). Una caracteristica del Q es que
presenta una actividad antimicrobiana de amplio espectro
contra bacterias, mohos y levaduras. Diversos autores men-
cionan que su actividad antimicrobiana depende de varios
factores, como es el peso molecular, grado de desacetilacion,
solubilidad, densidad de carga positiva, modificacién quimi-
ca, pH, concentracion, caracteristica hidrofilica o hidrofébica,
capacidad quelante y tipo de microorganismo (Badawi y
Rabea, 2011; Liu et al., 2020).

Diversos estudios han reportado la aplicacién de acei-
tes esenciales o compuestos volatiles en los RCs, sefialando
que éstos dan buenos resultados en cuanto extender la vida
de anaquel y mejorar la calidad de los frutos en postcosecha
(Sellamuthu et al., 2013; Al-Tayyar et al., 2020; Pandey et al.,
2022). Entre éstos se encuentra el aceite de tomillo (Thymus
vulgaris), el cual ha sido utilizado en RCs. Esta constituido
principalmente por fenoles monoterpénicos, como timol,
carvacrol, p-cimeno, B-terpineno, limoneno, borneol y linalol.
Se ha reportado que el aceite esencial de tomillo es uno de
los aceites esenciales con buenas propiedades antimicrobia-
nas, siendo el timol y carvacrol los componentes mas activos
contra multiples patdégenos transmitidos por alimentos
(Altiok et al., 2010; Sellamuthu et al., 2013). También se ha

publicado que este compuesto inhibe la germinaciéon de
esporas y el crecimiento y multiplicacién celular de bacterias
(Lopez-Ambrocio et al., 2016). Los RCs pueden ser un medio
para la incorporacién de compuestos antimicrobianos, como
son acidos orgdanicos, aceites esenciales, acidos grasos, ex-
tractos de semillas de plantas, enzimas y éxidos metélicos
han sido usado con efectos antimicrobianos (Kanhamani y
Rhim, 2014). Si bien los RCs de Q y aceites escenciales (Thy-
mus moroderi, Thymus piperella, cinnamon, clove, etc.) han
sido estudiandos para su aplicacion frutos frescos cortados
y para el recubrimiento de éstos, permitiendo la inhibicién
de microorganismos y una alta actividad antioxidante. Sin
embargo, no se tienen reportes en la literatura de la aplica-
cién de un sistema basado en Q, A y T, para recubrimiento
comestible de aguacate.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
las propiedades mecdnicas y fisicas de PCs a base de mezclas
de Agar (A), Quitosano-Agar (QA) y Quitosano-Agar-Tomillo
(QAT). Se espera que el agar en combinacién con quitosano
y tomillo pueda mejorar las propiedades mecanicas de la
pelicula comestible y mejorar la adhesion de los RCs con los
frutos de aguacate ‘Hass’ durante su almacenamiento a 25 °C,
asi como evaluar el efecto de los RCs en la calidad y vida de
anaquel de los frutos, con la finalidad de reducir las pérdidas
postcosecha.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

El quitosano (Q) de peso molecular medio y grado
de acetilaciéon >75% fue adquirido de Sigma-Aldrich Inc. (St.
Louis, MO. USA). El agar (A) grado alimenticio se obtuvo de
Agarmex, S.A. (Ensenada, BC. México). El aceite esencial de
tomillo (T) grado alimenticio y de produccién nacional, se
obtuvo de Drogueria Cosmopolita, S.A. (Ciudad de México).
El material vegetal consistié en frutos de aguacate (Persea
americana Mill.) ‘Hass’ adquiridos en el mercado local (Her-
mosillo, México), en estado de madurez fisioldgica, con un
color verde, tamaio uniforme, y libre de defectos. Los frutos
se lavaron y desinfectaron con una solucién de hipoclorito de
calcio (Ca(ClO),) a 200 ppm; posteriormente, se secaron y se
les aplicaron los recubrimientos.

Preparacion de soluciones y recubrimientos.

Se preparod la solucion acuosa de A al 1 % w/v, se di-
solvieron 3 g en 300 mL de agua destilada a una temperatura
de 60 °Cy en agitacion constante por 2 h. En una solucién
de acido acético al 1 % se disolvié el Q al 1 % p/v. Se prepard
una mezcla de 300 mL con las soluciones obtenidas con
anterioridad de Qy A en una proporcién 50:50 (QA). Ademas,
se prepar6 una mezcla de QAT en las mismas proporciones
de Qy A (50:50) y a esta solucion se le adiciond el aceite de
tomillo (1 % v/v).

Por el método de “casting” se prepararon las peliculas
comestibles (PCs), con las soluciones preparadas de estas
formulaciones (Q, A, QA y QAT). Las cuales se colocaron 80
mL de la solucién en recipientes de plastico y se secaron en
),
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una estufa hasta la evaporacion total del solvente (por 24 h
a 60 °C), y fueron mantenidas a 25 °Cy 24 % de HR para su
posterior evaluacion.

Caracterizacion de PCs

A las PCs obtenidas se les realizaron las siguientes
determinaciones:
Espesor. El espesor de las diferentes formulaciones de PCs
(Q A, QA y QAT) se midié utilizando un micrémetro Digital
Mitutoyo MDC-1"SB (Mitutoyo, Japdn) en tres zonas diferen-
tesy se calculé el valor medio.
Propiedades épticas. La transparencia de cada pelicula (PC)
se realizd por triplicado, utilizando un espectrofotometro
UV-visible Varian modelo Cary 50Bio (New London, USA) de
acuerdo con el procedimiento descrito por Fang et al. (2002).
El color de la superficie de la pelicula comestible se determi-
no con un colorimetro Minolta modelo CR300 (Tokio, Japén).
La escala utilizada fue la CIE-Lab y los parametros medidos
fueron: luminosidad (L*), los parametros de color a* (rojo a
verde), b* (amarillo a azul) y diferencia de color (AE).
Propiedades mecanicas. Las propiedades mecénicas de las
diferentes peliculas formuladas se determinaron mediante
el procedimiento de la norma ASTM D882-18, utilizando
probetas de 7 x 1 cm? El ensayo a la tensidn se realizé en un
texturémetro (Texture Technologies Corp., New York, USA),
empleando una velocidad de cabezal de 10 mm/min y la
distancia de separacién de mordazas fue de 30 mm. Se deter-
minaron tres parametros mecanicos en el estudio: esfuerzo
maximo, médulo de elasticidad y elongacion a la ruptura.
Espectroscopia de infrarrojo (FTIR). Se utilizaron muestras
de las PCs de A, Q, QA, QAT con una dimension de 1 x 1 cm?,
espesor de 0.1 mm y se registraron los espectros de IR usan-
do un espectrometro FT-IR Thermo Scientific™ Nicolet iS-50
(Madison, WI. USA.), empleando la técnica reflectancia total
atenuada (ATR-Attenuated Total Reflection). En el caso del
aceite esencial de tomillo (T) este fue analizado en estado
liquido. Los espectros se registraron de 4000 a 650 cm™ con
una resolucién de 4 cm™, una velocidad de escaneo de 0.475
cm’'/s y 64 escaneos.
Analisis termogravimétrico (TGA). Las PCs fueron anali-
zadas con el equipo TGA-8000 de Perkin Elmer (Boston, MA.
USA). El rango de temperatura fue desde temperatura am-
biente (25 °C) hasta 700 °C, a una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min bajo atmosfera de nitrégeno.
Velocidad de transmision del vapor de agua (VTVA) y la
permeancia. La velocidad de transmisién del vapor de agua
(VTVA) y la permeancia al vapor de agua de las peliculas se
realizd por triplicado, de acuerdo con el método reportado
de la norma ASTM E96/E96M-16 (2016) con ligeras modifica-
ciones.
Determinacion de la capacidad antioxidante por el mé-
todo de DPPH. Para la extraccién de las peliculas, se siguié
la metodologia de Genskowsky et al. (2015), se pesé 0.2 g de
peliculay se adicioné metanol para ser extraida en un sonica-
dor Branson por 30 min para posteriormente ser cuantificada
por el método de DPPH. La capacidad antioxidante se midié
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siguiendo la metodologia de Brand-Williams et al. (1995). La
solucion del radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl) se
preparé disolviendo 2.5 mg del radical en 100 mL de metanol
puroy se ajusté hasta obtener una absorbancia de la mezcla
de 0.7 £ 0.02. Posteriormente, 20 pL de extracto se mezclaron
con 280 pL de la solucién del radical y después de un tiempo
de incubacion de 30 min a temperatura ambiente y en la
oscuridad, se midio la absorbancia a 515 nm en un lector de
microplacas. Los resultados se expresaron en miligramos de
equivalentes Trolox por 100 g de pelicula (mg ET/100 g) con
base a una curva de calibracién de Trolox (0.02 - 0.25 mg/mL).

Aplicacion de los recubrimientos a los frutos

Los frutos de aguacate seleccionados, lavados y
secados se dividieron en tres lotes de 30 frutos cada uno,
que corresponden a frutos Control (sin recubrimiento) y dos
tratamientos de RCs (QA y QAT). Se colocaron en bandejas
de plastico previamente desinfectadas. Después los frutos
se recubrieron mediante inmersién en las soluciones de QA
y QAT, se dejaron escurrir y secar por aproximadamente 1 h
a temperatura ambiente. Posteriormente, los frutos se alma-
cenaron durante 13 d a 25 °Cy 60 % de H.R., simulando el
tiempo de comercializacién.

Evaluacion de los frutos con recubrimiento comestible
Pérdida de peso. Se registro el peso inicial de cada fruto
en una balanza digital Ohaus (Modelo Scout Pro, NJ, USA) y
se realiz6 un seguimiento diario de esta variable durante el
almacenamiento de los frutos. Los resultados se expresaron
como el porcentaje del peso perdido. Esta variable se evalué
en 16 frutos por tratamiento.

Tasa de respiracion y produccién de etileno. En un sistema
cerrado, se colocd el fruto en frascos de plastico (1.6 L), los
cuales se cerraron herméticamente y se incubaron durante
30 min a una temperatura de 20 °C. Se tomé 1 mL de muestra
de espacio de cabeza empleando una jeringa hipodérmica
y se inyectd a un cromatdgrafo de gases Varian Star 3400
Cx acondicionado con un detector de ionizacion de flama
(FID) y una columna Hayasep N80/100 (2 m X 3.17 mm de
didmetro interno, Supelco, Inc.) acoplado a un detector de
conductividad térmica (para CO,) y un detector de ionizacion
de flama (para Etileno). Las condiciones del equipo fueron:
temperatura de inyeccién de 100 °C, temperatura de con-
ductividad térmica de 170 °Cy para el detector de ionizacion
de flama de 120 °C. El area de la muestra se compard con
estandares conocidos y se calculé la tasa de produccion de
CO, y etileno, que se reporta en mL CO, kg'h' y uL etileno
kg™ h7, respectivamente.

Evaluacién subjetiva de pudriciones. Para la evaluacién
de pudriciones en la superficie del fruto se usé una escala
subjetiva propuesta en el Manual Internacional de calidad
de aguacate (Arpaia, 2009), que comprende valores de 0 a
1, donde 0 = sin pudricién (0 %) y 1 = con pudricién (> 0 %).
La pudricién de la zona del pedunculo se evalué utilizando
la misma escala subjetiva (Arpaia, 2009), que comprende
valores de 0 a 3, donde 0 = sin dafo, 1 = dafo ligero (10 %),
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1.5 (15 %), 2 = dafio moderado (25 %) y 3 = dafo severo (< 50
%). Se usaron 15 frutos por tratamiento.

Analisis estadistico. Los datos se analizaron con el andlisis
de la varianza (ANOVA) con un diseno completamente al
azar, para el caso de pérdida de peso, tasa de respiraciéon y
produccion de etileno. Cuando hubo significancia, se efectué
comparaciéon de medias por la prueba de rangos multiples
de Tukey, con un nivel de significancia de (p < 0.05). Todos los
datos fueron procesados en el programa NCSS-9 Statistical
Software 2017 (Kaysville, UT. USA). Las pruebas mecanicas de
las peliculas se analizaron con el programa Microcal Origin
version 8.0 de Microcal Software.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las PCs
Propiedades épticas

Con respecto a las propiedades épticas, las mezclas de
QA y QAT no mostraron diferencias significativas en los valo-
res de L* a*y b* Comportamiento similar fue observado en
el pardmetro AE con valores de 10.34y 9.89, lo cual indica que
la adicion de Tomillo no cambid el color de las PCs (Tabla 1).
La PC de A fue transparente, sin color, mientras que las peli-
culas de Q fueron menos transparentes, con ligera coloracién
amarilla. En lo que respecta a las PCs de QA y QAT, éstas no
presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en los valores
de L* b*y AE*. Respecto al AE*, las PCs presentaron valores
de 8.3 a 10.42, presentando un valor mayor las PCs de Q, QA
y QAT con valores de 10.42, 10.34 y 9.89, respectivamente,
respecto a la PC de A.

La transparencia en la pelicula de Q fue superior al de
las otras tres peliculas (A, QA y QAT) que incluyeron agar en
su formulacién, se puede atribuir a que el agar es ligeramen-
te opaco (Tabla 1).

La menor transparencia la presenté la PC de QAT lo
cual puede deberse a que la adicion de aceite de tomillo
produjo que la PC tuviera poca opacidad. Esto coincide con
lo reportado en algunas investigaciones, donde la adicién de
aceites esenciales a la matriz polimérica aumenta la opacidad
de las mismas (Altiok et al., 2010). Lo anterior se atribuye a la
dispersién de las gotas de aceite en la matriz polimérica.
Propiedades mecanicas. En la Tabla 2 podemos observar
los resultados de las pruebas mecanicas a tension de las PCs
de quitosanoy sus formulaciones. Respecto al esfuerzo maxi-
mo, se puede sefalar que las PCs de Q y QAT presentaron
los valores mayores a 100 MPa (p < 0.05). Similares resultados
son reportados por Escarcega-Galaz et al., (2018) para PC de

Tabla 2. Propiedades mecanicas de las peliculas comestibles formuladas*.
Table 2. Mechanical properties of the formulated edible films*.

Tratamiento Esfuerzo Elongacion a Médulo de
maximo (MPa) laruptura (%) elasticidad (MPa)
Quitosano (Q) 100.6 + 8.6*° 5.12+0.88° 3131.9+152°
Agar (A) 74.6 £8.1° 6.42 + 0.89° 2309.8 + 153°
QA 79.8 £8.6* 5.22 +0.96° 3304.1 + 164°
QAT 119.7 + 10.5° 6.15+1.072 3522.8+167°

Donde A = Agar, Q = Quitosano, T = Tomillo. Media + desviacion estdndar;
"Literales diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p <
0.05).

quitosano puro con valores de 101 MPa, 4.73 % y 3834 MPa
de esfuerzo maximo, elongacién a la ruptura y médulo de
elasticidad, respectivamente.

En la PC de QAT, la presencia del aceite de tomillo
incremento el esfuerzo maximo de la PC, aun cuando se
trata de un aceite que se incorporo a la matriz de QA. Esto es
particularmente importante, debido a que la incorporacién
de aceites esenciales conduce a la formacion de peliculas de
estructura heterogénea, con discontinuidades producidas
por separaciéon de fases que cominmente se forman entre
los componentes las PCs (Altiok et al., 2010).

En lo que respecta a la elongacién a la ruptura de
las PCs formuladas, éstas no presentaron diferencias signi-
ficativas (p > 0.05) y presentaron valores en el rango de 5.1
a 6.4 %. Se ha reportado que las peliculas de Q suelen ser
rigidas, inflexibles y quebradizas, por lo que es necesario
mejorar sus propiedades con el uso de algun aditivo (Escar-
cega et al.,, 2018). Algunos autores reportan una mejora en
el % de elongacion, con la adicion de aceites esenciales de
canela o de orégano en PCs a base de biopolimeros como
carboximetil celulosa y quitosano. La adicion de los aceites
esenciales en PCs en cantidades minimas pueden actuar en
los sistemas como agentes plastificantes, debido a que dis-
minuyen la fragilidad de la pelicula causada por las fuerzas
intermoleculares de los componentes (Bourtoom, 2008). Sin
embargo, al incrementar el contenido de aceites esenciales
o plastificantes, conduce a efectos de separacion de fases
(Madera-Santana et al., 2011), entrecruzamiento por enlaces
covalentes de la matriz biopolimérica y el aditivo (Noshirvani
etal., 2017). En este trabajo, la cantidad de aceite esencial de
tomillo (1 %) permitio la elaboraciéon de PCs basadasen Qy A
con buenas propiedades mecanicas, sin separacion de fases.

El mdédulo de elasticidad estd relacionado con la
rigidez de las peliculas. Se observa que las PCs que contie-

Tabla 1. Propiedades 6pticas de las peliculas formuladas®.

Table 1. Optical properties of the formulated films*.

Tratamiento L* a* b* AE* Transparencia
A 89.01 +1.2° -0.54 £0.06° 2.38+0.12 8.13+£0.3° 1.48 £0.31°
Q 87.65 +0.3% -1.36 +£0.1% 578 +1.0° 1042 +0.7° 1.98 + 0.06°
QA 87.60 = 0.6* -1.40£0.1° 5.62+0.3° 10.34+0.2° 1.56 +0.35°
QAT 87.62 + 0.6 -1.22 +£0.1° 5.11+0.3° 9.89 +0.25° 1.11+0.132

Donde A = Agar, Q = Quitosano, T =T omillo. Media + desviacion estdandar; "Literales diferentes en la misma

columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
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nen Q se caracterizan por presentar los valores mayores de
modulo elastico, los cuales son superiores a los registrados
en la pelicula de A (p < 0.05). La pelicula QAT posee el mayor
valor promedio de moédulo de elasticidad, en comparacién
a las PCs formuladas, lo cual indica que la mezcla de los
componentes de esta pelicula presenta una sinergia que in-
dica buena cohesidn, sin separacion de fases, pero reduce en
cierto grado la flexibilidad de la pelicula. Sin embargo, dada
la aplicaciéon que se les pretende dar a las PCs como es de
recubrimientos de frutas y vegetales la formulacion de QAT
presenté buenas propiedades mecanicas en comparacion a
las demas formulaciones, ya que presento mayores valores
de esfuerzo maximo y elongacion a la ruptura. Es importante
sefalar que la elongacién es la deformacién del material, y se
considera que es un factor en la seleccion de las PCs, porque
representa la capacidad que posee la pelicula para absorber
y disipar el esfuerzo mecanico al que es sometida (Madera-
Santanaetal., 2011).

Velocidad de transmisiéon al vapor de agua (VTVA) y
permeancia. La VTVA de las PCs de QAT presenté mayores
valores (p<0.05), en comparacién con las demas PCs (Tabla
3). Estos resultados coinciden con lo reportado por Altiok et
al. (2010), quienes observaron un aumento de la VTVA de
las PC de Q con la adicién de aceite de tomillo, atribuyendo
dicho incremento a la formacion de estructuras de poros con
la adicidn de aceite de tomillo, como se observé en las micro-
grafias de MEB. Respecto a las PCs de A, Q y QA, mantuvieron
similares valores de VTVA.

Respecto a la permeancia, la PC de QAT presenté el
mayor valor de permeancia (p<0.05) (Tabla 3), lo cual nos
indica que la adicion de aceite de tomillo aumenta en 14.2
% el transporte del vapor de agua, en comparacién con la
PCde QA.

Capacidad antioxidante (DPPH)

En el presente estudio se encontré6 mayor capacidad
antioxidante en la PC de QAT, seguidas de las PCs de QA y
Q (Tabla 3). Algunos componentes de los aceites esenciales
como el timol'y carvacrol son compuestos arométicos, bioac-
tivos y presentan cierta actividad antioxidante.

Se ha reportado actividad antioxidante del quito-
sano y sus derivados (Kumar et al., 2020); asi mismo, se ha
reportado que los RCs a base de quitosano pueden reducir el
estrés oxidativo, reduciendo la produccién de ROS (Especies
Tabla 3. Valores de VTVA, permeancia y actividad antioxidante (DPPH) de

las peliculas formuladas*.
Table 3. WVTR, permeance and DPPH values of the formulated films*.

e T VTVA Permeancia DPPH
(g/m? h) (g/m>*hmmHg) (mg ET/100 g)
A 42.57 £0.17° 2.52+0.01° 0.071 £ 0.022*
44.95 + 2.66° 2.66 +0.02%° 1.16 + 0.067°
QA 43.34 +£3.9% 246 £ 0.22° 1.19 +£0.022°
QAT 4819 +2.8° 2.81+0.16° 1.73 £0.043¢

Donde A = Agar, Q = Quitosano, T = Tomillo. *Literales diferentes en la
misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

L
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Reactivas al Oxigeno) a través de un aumento del sistema
de defensa antioxidante. Por ejemplo, frutos de nisperos
“loquat” con RC a base de quitosano/nano-silica tuvo una
reduccion de alrededor 35 %y 69 % en el contenido de O,y
H,O,, respectivamente (Adiletta et al., 2021). Los RCs de QAT
presentaron mayor actividad antioxidante, lo cual nos indica
que puede evitar el deterioro de la integridad celular y mejo-
rar el sistema de defensa del fruto.

Kumar et al. (2020) reportan que hay una mayor capa-
cidad antioxidante al incorporar aceite de tomillo a las PC de
Q, debido principalmente a los compuestos como el timol y
carvacrol.

Espectrometria de infrarrojo (FTIR)

Los espectros de IR de las PCs de Q se presentan en
la Figura 1, donde se pueden observar los espectros de los
grupos funcionales del Q. El Q es un copolimero aleatorio
derivado de la desacetilaciéon alcalina de la quitina, cuyos
componentes han mostrado las bandas caracteristicas entre
3300y 3200cm’, que corresponden al estiramiento del grupo
hidroxilo (O-H), asi como al estiramiento asimétrico y simétri-
co de enlaces N-H en el grupo amino secundario. La region
comprendida entre 2930 a 2870 cm™ se observan dos bandas
de absorcion moderada, que corresponden a las vibraciones
de tension (C-H) de los grupos -CH,-. Jakuboswka et al. (2020)
mencionan que en los espectros las bandas a 1631 y 1021
cm' se atribuyen a la vibracién de estiramiento de C=0 en las
amidas (p. ej. banda amida I), mientras que la banda presente
a 1540 cm™ corresponde al doblamiento del enlace N-H en la
amida y grupo amino protonado (p. ej. ~(NH,), banda amida
amidall). En este estudio labanda de amida | y el estiramiento
del grupo C=0 se observé a 1650 cm™, mientras que a 1550
cm™ se observaron las sefiales de amida Il y el doblamiento
del enlace N-H, lo cual coincide con lo reportado por otros
autores (Rinaudo, 2006; Martinez-Robinson et al., 2022). Estas
bandas representan la estructura de N-acetil glucosamina,
el cual puede ser encontrado en quitosano puro con bajo
grado de desacetilacion (Escarcega et al., 2018).

En la Figura 1 se presenta el espectro del agar (A).
Kanmani y Rhim (2014) reportaron el espectro de agar, con
bandas caracteristicas en la region de 3354 cm™ a 771 cm™.
La banda caracteristica de absorcién a 3354 cm™ indica esti-
ramiento de grupos hidroxilo (OH), mientras que la ubicada
a 2925 cm™ es atribuida al estiramiento de CH, el cual es
asociado con un anillo de la galactosa con dtomos de metil-
hidrégeno. Labandaa 1642 cm™ es debido al estiramiento de
la vibraciéon de los péptidos conjugados formado por amida
(NH) y grupo acetona.

Después de mezclar a los dos biopolimeros, es posible
comparar si una mezcla fisica de los componentes presenta
alguna interaccion quimica, mediante el analisis de las ban-
das caracteristicas de los componentes en el espectro FTIR.
Estas bandas pueden resultar en la aparicion de nuevas o
cambios en las bandas existentes (Madera-Santana et al.,
2011). Respecto a las mezclas de QA y QAT, los espectros de
absorcion son muy similares. Esto indica que la incorporacion
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Figura 1. Espectros de infrarrojo de PCs de quitosano (Q), agar (A), quitosa-
no-agar (QA), quitosano-agar-tomillo (QAT) y aceite de tomillo.
Figure 1. FTIR spectra of chitosan films (Q), agar (A), chitosan-agar (QA), and
chitosan-agar-thyme (QAT).
de aceite de tomillo a la mezcla QA no presenté cambios es-
tructurales en la PC, por lo que no se observaron cambios en
la intensidad de las bandas y en el numero de onda. Altiok et
al. (2010) reportan en el espectro ATR-IR de aceite de tomillo
una banda del anillo de vibracion de timol y carvacrol a 804 y
811 cm, respectivamente. En el espectro del presente estu-
dio, solo la banda caracteristica del carvacrol fue observada
a 813 cm™, lo cual es una evidencia de la presencia de este
compuesto en el aceite de tomillo.

Analisis termogravimétrico (TGA)

En el andlisis termogravimétrico de las peliculas de
QA y QAT, la descomposicidon se presenta en tres etapas
(Figura 2). La primera descomposicién corresponde a la libe-
racién del agua libre (5.5 a 10 %) o humedad (> 100 °C), la
incorporacion de aceite de tomillo no afecta la evaporacion
del agua. La segunda descomposicién se presenta con una
inflexion mas prolongada, que corresponde a la descom-
posicion de los biopolimeros en el intervalo de 185 - 310 °C
y una tercera y ultima descomposicién, entre 395 - 585 °C.
Esto coincide con Balau et al. (2004) reportan que las PC de
Q se descomponen en 2 etapas, la primera inicia a 180°C y
termina cerca de 300 °C, con un maximo descomposiciéon de
alrededor de los 255 °C. Esta descomposicion se atribuye a
un proceso que incluye la deshidratacién, depolimerizacion
y descomposicion de las unidades acetiladas y desacetiladas
de los polimeros. La ultima descomposicién inicia a los 540
°Cy probablemente se deba a los procesos termo-oxidativos
(Balau et al., 2004). Kanmani y Rhim (2014) reportaron que
las peliculas de A mostraron un segundo pico de degrada-
cién menos prolongado entre 220 - 250 °C. Ademads, se han
reportado tres etapas en la degradacion térmica del agar.
Estas etapas de degradacién térmica se observan a 90, 250
y 325 °C. La primera degradacién fue principalmente atri-
buida a la evaporacién del remanente de agua. La segunda
y tercera etapa es la degradacién que puede ser debida a la
descomposicion del glicerol (plastificante) y del biopolimero
de agar, respectivamente (Rhim et al.,, 2006). Similarmente,

Masa (%)

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

1.4 42°Cc—
1.2 242°C
1.0

0.8

0.6 214°C

0.4
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0.2

o.ol .

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 2. Termogramas termogravimétricos (a) y derivada del analisis
termogravimétrico (DTG) (b) para las PCs de quitosano (Q), agar (A), quito-
sano-agar (QA) y quitosano-agar-tomillo (QAT).

Figure 2. Thermogravimetric thermograms (a) and derivative thermograv-
imetric analysis (DTG) (b) for chitosan (Q), Agar (A), chitosan-agar (QA), and
chitosan-agar-thyme (QAT) films.

Campa-Siqueiros et al. (2020) reporté la descomposicion
térmica de PC basadas en A, la cual presenta una primera
descomposicion térmica alrededor de los 260 °C y una se-
gunda a 452 °C. Altiok et al. (2010) mencionan que la primera
descomposicién corresponde al efecto endotérmico atribui-
da a la evaporacién de los solventes (acido acético, etanol,
agua) usada en la preparacién de PC de Q. Mientras el efecto
exotérmico ocurre a alta temperatura, la cual es atribuida a la
descomposicion del polimero. Si bien, el Ay el Q tienen tem-
peraturas de descomposicion diferentes en las dos etapas, es
importante sefalar que los termogramas de las PCde Q, QA 'y
QAT, estos fueron muy similares. Lo anterior, nos permite ase-
verar que los componentes tienen una buena miscibilidad,
ya la temperatura de descomposicién se encuentra entre sus
componentes puros (Qy A).

)
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia superficial de las PCs se muestra en la
Figura3.EnlaPCde A (Figura 3a) y laQ (Figura 3b) se observa
que ambas peliculas presentan uniformidad en la superficie,
la cual presenta una superficie lisa y sin poros. La PC de QA
(Figura 3c) presenta una superficie homogénea, lo cual indi-
ca que tanto el Q como el A se mezclaron homogéneamente
a nivel de microdominios, ya que no se ven evidencias de
separacion de fases. No obstante, se observan algunas irre-
gularidades, como son los poros en la superficie, los cuales
se atribuyen a la evaporacion del solvente de la pelicula. La
adicion de aceite de tomillo a la PC de QAT produjo modifica-
ciones en la superficie, como son el aumento de la rugosidad
y opacidad (Figura 3d). En la superficie de esta PC se observa-
ban mds poros, en comparacion de QA; esto se puede deber
a la presencia de pequefas burbujas con la adicién de aceite
de tomillo. Los poros se pueden deber a la evaporacién del
solvente del quitosano (dcido acético) que posee una menor
presion de vapor, en comparacién con la del agua. Sin em-
bargo, las PCs muestran cierto grado de uniformidad, por lo
cual hace posible su uso como recubrimiento de alimentos.

Figura 3. Morfologia de la superficie de las peliculas formuladas a una
magnificacion de 500x: agar (a), Quitosano (b), QA (c) y QAT (d).

Figure 3. Surface morphology of formulated films at 500 x magnification:
agar (a), chitosan (b), chitosan-agar (c), and chitosan-agar-thyme (d).

Aplicacion de los recubrimientos y almacenamiento
Pérdida de peso, tasa de respiraciéon y produccion de
etileno de frutos de aguacate

La pérdida de peso fue aumentando gradualmente
durante el almacenamiento; a partir del dia 7 se observé que
los frutos control presentaron valores mayores (p < 0.05) res-
pecto a los frutos recubiertos. Los RCs de QA y QAT redujeron
un 40 % de pérdida de peso después de 13 dias a 25 °C de
almacenamiento, en comparacion al Control (Figura 4). Estas
diferencias significativas de pérdida de peso se atribuyen a
que los RCs forman una barrera en la superficie del fruto que
reduce la pérdida de agua por transpiracién y, por lo tanto,
pérdida de agua; ademas, limitan el intercambio de gases de
0,y CO, (Aguilar-Méndez et al., 2008).

30

Pérdida de peso (%)

Dias de almacenamiento (20°C)

Figura 4. Cambios en la pérdida de peso en frutos de aguacate con recubri-
mientos comestibles de QA y QAT, almacenados por 13 d a 25 °C.

Figure 4. Changes in avocado fruits weight loss with QA and QAT edible
coating stored for 13 d at 25 °C.

Respecto a la tasa de respiracién, los aguacates
Control y con RCs presentaron una disminucién de la tasa
de respiracién durante su almacenamiento al décimo dia a
25 °C (Figura 5), sin presentar diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05). Con excepcion de los frutos QAT,
los cuales presentaron un pico de produccién al dia 2 de
almacenamiento, con un valor de 165 mL Co, kg'h. Estos
resultados coinciden con otros estudios en frutos de agua-
cate con RCs, donde reportan valores maximos de la tasa de
respiracion de 145y 157 mL CO, kg™ h™' (después de 6 dias a
20 °C), para frutos encerados y frutos control, respectivamen-
te (Meir et al., 1997).

La produccién de etileno disminuyé durante el alma-
cenamiento a 25 °C por 10 d, no observandose diferencias
significativas (p < 0.05) entre los frutos control y con los RCs.
La produccién de etileno presenté un maximo al dia 2, con
valores de 82, 34 y 46 pL kg'h™ para el Control, QA y QAT,
respectivamente para después disminuir sus valores.

En un fruto climatérico como el aguacate, el incremen-
to en la tasa de respiracion es el detonante para la elevacion
de etileno y cambios bioquimicos, como son la sintesis de
carotenoides, degradacién de clorofilas y carbohidratos, y la
sintesis de acidos grasos insaturados (Villa-Rodriguez et al.,
2011).

Incidencia de pudriciones

En lo que respecta a la incidencia de pudriciones, al
dia 6 de almacenamiento se observo la aparicion de hongos
en los frutos control (valor de 0.5, muy ligero). En contraste,
los frutos con RCs de Q y QAT presentaron menor incidencia
de pudriciones (Tabla 4). Para el dia 13 de almacenamiento,
los frutos Control mostraron un aumento significativo en
la presencia de hongos con un valor de 2.1 (mas del 25 %),
mientras que los tratamientos con RCs QA y QAT presentaron
menor incidencia de hongos, aunque en menor proporcion,

(
&3‘;‘5" Volumen XXV, Niumero 1
122



Madera-Santana et al: Evaluacién de peliculas comestibles de quitosano, agar / XXV (1): 116-125 (2023)

200

a

=

;

2

N 150

o

o

£

S

5 100 4

o
a

7]

<
3

© 501 | —e— Control
|c_u —O— QA
—v— QAT
0
b

T g4

f 80 —@— Control
[} —O0— QA

E —¥— QAT
o 60 -

C

<@

©

3

c 40 +

he}

Q

o

=}

©

2 204

o

0~ T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Dias de almacenamiento (25°C)

Figura 5. Cambios en la tasa de respiracion (a) y produccion de etileno (b)
en frutos de aguacate con recubrimientos de QA y QAT almacenados por 13
da25°C.

Figure 5. Changes in respiration rate (A) and ethylene production (B) of
avocado fruits with QA and QAT edible coating stored for 10 d at 25 °C.

Tabla 4. Cambios de pudriciéon por hongos y pudricién de pedunculo de
aguacate ‘Hass’ recubiertos con QA y QAT almacenados por 13 d a 25 °C.
Table 4. Changes on the incidence and stem end rot of avocado fruit ‘Hass’
coated with QA and QAT stored for 13 d at 25 °C.

Pudricion por hongos

Dia Control QA QAT
0 0+0? 0+0? 0+0?
6 0.3 & Q52 0+0° 0.16 + 0.38°
13 21+1° 0.92 +1.00° 0.75+1.17°
Pudricion de pedunculo
Dia Control QA QAT
0 0+0° 0+0° 0+0°
6 0.75 + 1.5® 0.37 £0.75* 0+0°
13 25+ 1¢ 0.72 +1.00° 0.55+1.17°

Donde 0 = sin daho, 1 =dafrio ligero (10 %), 1.5 (15 %), 2 = daino moderado (25
%) y 3 =dano severo (< 50 %). *Es el promedio de la evaluacion subjetiva de

15 frutos por tratamiento. *Literales diferentes en la misma columna indican
diferencia significativa (p < 0.05).

con valores de 0.92 y 0.75 (dafio ligero en el fruto). De acuer-
do con los resultados, la aplicacién de RCs nos indica que
se inhibid significativamente el crecimiento de hongos en
los frutos de aguacate, aunque no inhibié completamente
la apariciéon de pudriciones. Esto coincide con lo reportado
por otros autores, quienes mencionan una reduccién de
incidencia de pudriciones con RC de Q. Martinez-Camacho et
al. (2010) evaluaron el crecimiento radial de colonias de As-
pergillius niger en un medio de cultivo con quitosano, donde
se encontrd que el Q tuvo un efecto fungistético al inhibir el
crecimiento del hongo, pero no lo inhibié al 100 %, y no un
efecto fungicida. Resultados similares fueron obtenidos del
Qy sus derivados al inhibir el crecimiento de hongos como B.
cinérea, Fusarium oxysporum.

Esto se atribuye a diversos mecanismos de accién de
Q propuestos, como es la modificacion de la pared celular de
los hongos, reduciendo su capacidad de regeneracion de la
pared celular del microorganismo, provocando su muerte. Se
ha reportado en varios trabajos la actividad antimicrobiana
del quitosano (EI Ghaouth et al, 1992; Rodriguez-Nunez et
al., 2014), donde se ha observado una reduccién en el creci-
miento micelar de varios microorganismos como Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y
Rhizopus stolonifer a una concentracion de quitosano (750-
6000 mg/L) (Badawy y Rabea, 2011).

En lo que respecta a la pudricion del pedunculo se
tuvo un comportamiento muy similar, donde al dia 6 se em-
pezaron a presentar laincidencia de pudriciones (Tabla 4). Los
frutos con los RCs presentaron menor desarrollo de pudricio-
nes. Los frutos con RC de QAT no presentaron incidencias de
pudriciones de pedunculo al dia 6 de almacenamiento hasta
el dia 10; esto se atribuye a la actividad antimicrobiana del
quitosano y aceite de tomillo. La pudricién peduncular del
aguacate se presenta en postcosecha, es un factor que limita
su comercializacion y exportacién. Las restricciones del uso
de fungicidas convencionales limitan su uso, por lo cual la
aplicacién de compuestos como el Q se pudiera utilizar en el
control de esta pudricién.

Por otra parte, el modo de accién del aceite de tomillo
pudiera estar relacionada con la presencia de compuestos
como el timol y carvacrol, y a su actividad antimicrobiana.
Sellamuthu et al. (2013) reportaron que empaques en atmaos-
feras modificadas (MAP, 8 % CO,y 2 % O,) + aceite de tomillo
redujeron la incidencia del hongo que causa la antracnosis;
asi mismo, reduciendo la pérdida de peso y firmeza después
de 18 d de almacenamiento a 10 °C mas 10 d a 25 °C en frutos
de aguacate ‘Hass.

CONCLUSIONES

Por medio de la técnica solucién-vaciado, se fabrica-
ron PCs de Q, A, QA y QAT, las cuales fueron transparentes,
homogéneas y uniformes en color, aunque con una ligera
coloracion amarilla. Ademads, en los resultados de las pruebas
mecanicas a tension de las PCs, se observé que las peliculas
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de QA y QAT presentaron valores mas altos de esfuerzo maxi-
mo y mddulo de elasticidad, pero una baja flexibilidad. Las
PCs de QA y QAT destacaron por su resistencia a la tension,
transparencia, velocidad de transmisién al vapor de agua y
permeancia, asi como la mayor capacidad antioxidante. Los
resultados obtenidos de la permeabilidad al vapor indican
que las mezclas QA y QAT son aptas para aplicarse en forma
de RCs.

Los RCs aplicados a los frutos disminuyeron la pérdida
de peso en casi un 40% en comparacion con los frutos con-
trol. La aplicacion de los RC a base de QA y QAT contribuyeron
positivamente a mantener la calidad e inhibir la pudricion de
los frutos y pudricion peduncular de frutos aguacate ‘Hass.
Los RCs QAT tuvieron un mayor efecto fungistatico en el con-
trol del desarrollo de algunos hongos en postcosecha, redu-
ciendo la incidencia de pudriciones del pedunculo durante
el almacenamiento a 25 °C después de 13 dias de almace-
namiento y permitieron conservar la apariencia de los frutos
durante el almacenamiento a 25 °C. Por lo cual la aplicacién
de RC compuestos con el Q y aceite de tomillo en frutos de
aguacate se pudiera utilizar en el control de pudriciones.
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