CALIDAD Y VALOR
AGREGADO
POSTCOSECHA

Aplicacion de recubrimiento antimicrobiano
en vegetales frescos cultivados en la zona
centro de la provincia de Buenos Aires

BECARIA: Bianchi Maria Belén.

DIRECTORA: Nesprias Rosa Karina
01/01/2016



Bianchi Maria Belén; Nesprias Rosa Karina. Comisidn de Investigaciones Cientificas de la Pcia.
de Bs. As.

INTRODUCCION

La deshidratacion es un factor limitante en la conservacion de los vegetales en general
por lo que se ve afectado su tiempo de preservacion post-cosecha.

Debido al aumento de la demanda del consumidor de productos saludables, atractivos
a la vista y perdurables en el tiempo, se han buscado nuevas alternativas de
tratamientos tecnoldgicos/quimicos de conservacion de la calidad post-cosecha. Una
de estas alternativas es el empleo de recubrimientos antimicrobianos comestibles,
éstos generan una atmoésfera modificada con el fin de reducir la capacidad de
transferencia de los gases (CO,, O, y vapor de agua) causantes de la pérdida de
masa, color, textura y firmeza y ademas, en algunos casos tienen efectos beneficios
para la salud del consumidor, generando un producto con alto valor agregado.

Al respecto el alto caracter perecedero de ciertas frutas y hortalizas de consumo
generalizado sumado al mal manejo post-cosecha y uso de tecnologias de
acondicionamiento y almacenamiento inadecuadas se traduce en elevadas pérdidas
de la calidad, de volumen comercializado y en consecuencia de ganancia tanto para el
productor como los sectores de comercializacion.

El objetivo de este trabajo de investigacion llevado a cabo en el marco de mi Beca de
Entrenamiento otorgada por la Comision de Investigaciones Cientificas fue evaluar el
uso del recubrimiento antimicrobiano comestible a base de dextrina, acido citrico y
acido ascorbico sobre la calidad y el tiempo de vida util de morrones, tanto verdes
como rojos, y de repollitos de bruselas, a través del estudio de la variacion de
propiedades fisicas, microbiolégicas y quimicas a medida que transcurre el tiempo de

almacenamiento.

PARTE EXPERIMENTAL
PRIMERA ETAPA

1. Muestra: Morrones (capsicum annun) en estadio avanzado de maduracion (rojos)
y morrones inmaduros (verdes).

El pimiento pertenece a la familia de las Solanaceas, la planta tiene un tallo fragil,

erecto y verde, con ramas que se subdividen en dos partes, tiene las hojas grandes y

de color verde intenso brillante, de forma oblonga (mas largas que anchas), lanceolada

o globosa. El fruto es una baya hueca, de superficie lisa y brillante, de colores y formas

muy variables. En el interior de la baya discurren 2 6 4 tabiques incompletos a lo largo

de la pared del fruto, uniéndose solamente en la base de la placenta. El color de los
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frutos, asi como cambios del mismo, es debido a la presencia de pigmentos
carotenoides y antocianos. En la regién de la placenta se insertan las semillas,
aplastadas, normalmente de 4 a 5 mm de diametro, de color blanco amarillento (Pinto,
2013).

Segun el Nuez et al. (2008), el principal componente del pimiento es al agua, seguido
de los hidratos de carbono, lo que hace que sea una hortaliza con un bajo aporte
caldrico. Es una buena fuente de fibra y, al igual que el resto de verduras, su contenido
proteico es muy bajo y apenas aporta grasas.

Son buena fuente de carotenos, entre los que se encuentra la capsantina, pigmento
con propiedades antioxidantes que aporta el caracteristico color rojo a algunos
pimientos. Los frutos de pimiento ademas poseen un elevado contenido vitaminico,
principalmente en forma de vitamina C. También es destacable su contenido de
provitamina A (Beta caroteno y criptoxantina) que el organismo transforma en vitamina

A conforme lo necesita, folatos y de vitamina E.

Figura 1. Planta de morrones
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Las muestras se obtuvieron de un establecimiento productor de vegetales ubicado en
Azul, Buenos Aires, Argentina (36°48°26.32”S, 59°49°30.58”0), fueron cosechadas
manualmente en madurez comercial e inmediatamente se transportaron al laboratorio

para su analisis (20 min £2).

- ""‘;

Figura 3. Invernaculo
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2. Recubrimientos:
Un recubrimiento comestible (RC) es una pelicula que envuelve al alimento y
que puede ser consumida como parte del mismo (Pastor et al., 2005), y cuya
funcidon es mantener la calidad de los productos recubiertos retrasando las
principales causas de alteracion a través de diferentes mecanismos (Kester y
Fennema, 1986, Debeaufort, 1998):
» Evitando ganancia o pérdida de humedad, que puede provocar una
modificacion de la textura, turgencia.
* Ralentizando cambios quimicos que pueden afectar al color, aroma o valor
nutricional del alimento.
» Actuando como barrera al intercambio de gases que puede influir en gran
medida en la estabilidad de los alimentos sensibles a la oxidacion de lipidos,
vitaminas y pigmentos.
» Mejorando la estabilidad microbiolégica.

* Mejorando la integridad mecanica en el caso de las frutas y hortalizas.

En relacion a los componentes de los recubrimientos comestibles, se pueden
agrupar en tres categorias (Pastor et al., 2005):

* Hidrocoloides: por lo general forman recubrimientos con buenas propiedades
mecanicas y son una buena barrera para los gases (O, y CO,), pero no
impiden suficientemente la transmision de vapor de agua.

* Lipidos: formados por compuestos hidrofébicos y no poliméricos con buenas
propiedades barrera para la humedad, pero con poca capacidad para formar
films. Reducen la transpiracion, la deshidratacién, la abrasibn en la
manipulacion posterior y pueden mejorar el brillo y el sabor.

» Formulaciones mixtas de hidrocoloides y lipidos que aprovechan las ventajas
de cada grupo y disminuyen los inconvenientes. En general, los lipidos aportan
resistencia al vapor de agua y los hidrocoloides, permeabilidad selectiva al O,y

CO,, la duracion del film y la buena cohesion estructural o integridad del film.

Ademas se pueden incorporar otros componentes que ayuden a mejorar las
propiedades finales del film como plastificantes y/o faciliten su obtencion como
surfactantes y emulsionantes. Otra gama de ingredientes de los RC de gran
interés son los antioxidantes, antimicrobianos, y reafirmantes de la textura con
el fin de mejorar las propiedades de las coberturas. Se ha demostrado que

algunos aditivos actuan mas efectivamente en alimentos cuando son aplicados
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formando parte del recubrimiento que cuando son aplicados en soluciones
acuosas mediante dispersidbn o inmersion, ya que las coberturas pueden
mantener los aditivos en la superficie del alimento durante mas tiempo (Baldwin
et al., 1996).

En este caso se prepard el recubrimiento antimicrobiano comestible a partir de
dextrina al 1% P/V, acido citrico 2,5 %P/V y acido ascorbico 2,5 %P/V.

La dextrina es un polisacarido que forman redes moleculares cohesionadas por una
alta interaccion entre sus moléculas, estas les confiere buenas propiedades mecanicas
y de barrera a gases (O, y CO,), por lo cual retardan respiracion y envejecimiento de
muchas frutas y hortalizas (Eric, 2009). Teniendo en cuenta la clasificacion
anteriormente mencionada sobre RC, se agrupa en la categoria de Hidrocoloides. Por

otra parte el &cido citrico y acido ascorbico tienen propiedades antioxidantes.

Figura 4. Tratamiento de morrones

3. Técnicas empleadas
3.1 Determinacion de Fenoles Totales
Obtencioén del Extracto: Se tritura la muestra de vegetal en un molinillo 0 mortero,
luego se toman alicuotas de 2 g para realizar la extraccion de los compuestos
antioxidantes. El sélido se coloca en un Erlenmeyer de 50 mL de capacidad con 5
mL de una mezcla metanol/acético con una relacién 40/1. Las extracciones se

realizan mediante agitacion durante 30 minutos y bajo campana de extraccion para
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la remocion de los vapores del metanol. Luego el sobrenadante (solvente +
extractos fendlicos) se trasvasa a tubo de ensayo y se centrifuga durante 10
minutos. El proceso de extraccion se repite dos veces mas y finalmente se juntan y
miden los tres volumenes de sobrenadantes centrifugados y se reservan los
extractos en frascos color caramelo a 5 °C hasta su posterior empleo. Para la
determinacion de los compuestos antioxidantes se debe realizar la diluciéon del
extracto obtenido en agua destilada (1:25). La cuantificaciéon se realizara por
espectrofotometria. Para esto se debe realizar una curva de calibraciéon con una
solucion patrén de acido galico (0,1 mg mL™), siguiendo los lineamientos de
Singleton & Rosi (1965). Para construir la curva se deben tomar volumenes de 0,
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 yL de la solucion patrén, que deben llevarse
con agua destilada a un volumen final de 500 uL. Para el blanco se utilizara agua
destilada. Luego, a cada uno de los estandares se le agrega 250 yL del reactivo
Folin-Ciocalteau (1N) seguido de una homogeneizacién en un agitador Vortex
durante 5 minutos. Finalmente se adiciona 1250 yL de NaCO; al 20% P/V. Se deja
desarrollar color durante 120 minutos y posteriormente se realiza la lectura a 760
nm, en espectrofotdmetro. Se repite la técnica para las muestras incognitas, para
lo cual se utilizara en lugar del estandar 500 L del extracto fenolico obtenido en el
proceso de extraccion. Los resultados se expresaran como mg equivalente a acido

galico por cada 100 g de muestra.
3.2 Determinacién de firmeza de la pulpa
Equipo: penetrémetro.

Uso del medidor de firmeza o dureza: la manera de evaluar la dureza es por la
resistencia a la compresién medida en libras-fuerza (Ibf). El penetrometro Effe-gi es
una sonda de mano que consta de un punzén y una escala graduada en libras-

fuerza.

Procedimiento: Tomar una muestra de fruta u hortaliza representativa del lote. Las
muestras a medir deben ser de tamafio mediano y homogéneo y estar a
temperatura ambiente. Colocar el fruto sobre una superficie firme. Introducir la
punta del vastago en la pulpa perpendicularmente hasta la ranura, ejerciendo una
presiéon suave y uniforme. Registrar los valores obtenidos en kilogramos fuerza
(kgf) o libras fuerza (Ibf). Promediar los valores de cada fruto y luego los de la

muestra.
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3.3 Determinacion de solidos solubles totales (°Brix o porcentaje de SST) por

refractometria

Instrumento: Refractémetro

Procedimiento: Colocar unas gotas de jugo sobre el prisma del aparato, de manera
de cubrir la totalidad del mismo, bajar la cubierta. Dirigir el refractdmetro hacia la
luz y observar a través del ocular, enfocar para lograr una imagen nitida. Registrar
la lectura en Brix o de sdlidos solubles totales

Enjuagar con agua destilada y secar el prisma con un pafo suave después de cada

medicion.
3.4 Pérdida de peso

Se pesaron las muestras al inicio del ensayo y luego a medida que transcurrian los
dias de almacenamiento a temperatura ambiente, tanto en muestras tratadas como
sin tratar. Se realiz6 el calculo en porcentaje por diferencia de masa referido a la

muestra inicial.
3.5 Recuento de aerobios, hongos y levaduras

Muestra: los morrones son cortados y luego procesados en un molinillo. Se pesa 1g

de muestra y se adiciona 9 mL de solucién de NaCl (homogenato).

Recuento de aerobios: se pesaron las muestras y homogeneizaron en solucion de

NaCl 0.85% utilizando un homogeneizador tipo émbolo (Potter) para tejidos blandos
(dilucion 10-1). Posteriormente se realizaron las diluciones decimales apropiadas y
se sembraron por duplicado en placas de Agar para Recuento en Placa (PCA)
utilizando la siembra de gotas en superficie. Las placas se incubaron durante 48 + 2
h a 30 °C. Los valores de recuento se estandarizaron a UFC.g™" de tejido fresco de
morrén.

Recuento de coliformes: pesar la muestra y preparar las diluciones decimales

apropiadas. Inocular 1.0 mL de la dilucion correspondiente en cada caja de petri
estéril, mediante pipeta estéril y verter de 18.0 a 20.0 mL del medio ABRYV fundido y
mantenido a 45 £ 1.0°C en bafio de agua. Mezclar cuidadosamente el inéculo con
el medio. Permitir que la mezcla solidifique dejando las cajas Petri sobre una
superficie horizontal. Solidificado el medio invertir las placas y colocarlas en la
incubadora a 35°C, durante 24 + 2 h.
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Recuento de hongos vy levaduras: se procede de la misma forma en cuanto a la
preparacion del homogenato y las diluciones decimales y se siembra 1mL de la
dilucién que corresponda por duplicado en placas de Agar Papa Glucosado (APG).

Lo cual se incuba a 28°C durante 7 dias con una primera lectura a los 5 dias.

4. Determinaciones analiticas

Preparacion

Se utilizaron morrones verdes y rojos adquiridos en una verduleria como también
recién cosechados.

Se lavaron con agua corriente, seguido de una solucién de hipoclorito de sodio (1 %
V/V) y un enjuague final con agua destilada. Posteriormente se colocaron sobre una
mesada sobre papel film hasta que se sequen completamente. Se procedié a aplicar el
recubrimiento comestible por aspersion seguido de secado con aire frio, realizando

esta operacion por duplicado.

Temperatura de almacenamiento

Los morrones adquiridos en verdulerias fueron estudiados bajo dos condiciones de
almacenamiento.

En general las muestras tratadas y sin tratar fueron colocadas en bandejas recubiertas
con papel film perfectamente sefializadas y almacenadas por una lado a temperatura
ambiente y por otro en refrigeracion a 4°C, en ambos casos hasta deterioro evidente.
En el caso de los morrones recién cosechados se mantuvieron durante todo el periodo

de seguimiento a temperatura ambiente.

Seguimiento

En todos los casos se efectud un seguimiento, a través de la medicion cuantitativa de
diferentes parametros control, hasta observar deterioro organoléptico de las muestras.
En lo que se refiere a los parametros fisicoquimicos, se realizd la cuantificacion de
fenoles totales (método espectrofotométrico, para lo cual se hizo la puesta a punto de
la técnica descripta anteriormente adaptandola a la muestra en cuestion), pérdida de
peso, indice de refraccion y resistencia a la compresién para las muestras recién
cosechadas, y en cuanto al seguimiento microbiolégico se hizo recuento de hongos y
levaduras

En relacion a las muestras adquiridas en la verduleria, tanto las conservadas a
temperatura de refrigeraciéon con film y las conservadas de la misma forma sin film, el
seguimiento fue efectuado mediante la medicion de fenoles totales y pérdida de peso,

respecto a parametros fisicoquimicos. Por otro lado, la calidad microbiolégica fue
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evaluada por recuento de hongos y levaduras, y ademas, para las muestras
conservadas a temperatura de refrigeracion con film, también se realizé el recuento de

aerobios mesofilos y coliformes.

5. Resultados

Los morrones adquiridos en verduleria, no mostraron diferencias significativas en
cuanto a la pérdida de peso y medicion de fenoles totales, esto puede ser
consecuencia de la falta de conocimiento acerca de los dias post-cosecha de cada
muestra, ademas de si pertenecen al mismo lote. En cuanto a lo microbiolégico, los
morrones tanto tratados como sin tratar, conservados en refrigeracion con film, no
mostraron diferencias en el recuento de mesoéfilos como tampoco en coliformes. Para
el recuento de hongos y levaduras, se observé que en las muestras tratadas no se
detecta la presencia de hongos mientras que si se observan en las muestras sin tratar,
para todos los tiempos estudiados. Con respecto a las muestras almacenadas a
temperatura de refrigeracion sin film, al término de ocho dias post-cosecha el
recubrimiento aplicado permitié reducir 100 veces la carga final de hongos y levaduras.
En el caso de los morrones recién cosechados, transcurridas dos semanas de de
almacenamiento luego de la aplicacion del tratamiento se encontré que la formulacién
empleada sobre el morron con menor grado de maduracién no mostré diferencias
significativas respecto al control en ninguno de los pardametros fisicoquimicos
estudiados.

Sin embargo, el tratamiento aplicado sobre morrén rojo tuvo una mayor efectividad ya
que hubo menor pérdida de peso, un aumento de la cantidad de compuestos fenélicos
y una estabilidad en los sdlidos solubles y resistencia a la compresion (textura) en
relacién a la muestra control. Con respecto a la calidad microbiolégica, se observé que
la aplicacion del recubrimiento permitié reducir en 100 veces la carga final de hongos y
levaduras para los primeros ocho dias post-cosecha. Asimismo, las muestras tratadas
no evidenciaron presencia de hongos mientras que si se detectaron en las no

tratadas, para todos los tiempos estudiados.
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Figura 5. Morrones tratados

Figura 6. Morrones sin tratar
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SEGUNDA ETAPA
1. Muestra: Repollitos de Bruselas (Brassica Oleracea L.) recién cosechados.

Las coles de Bruselas pertenecen la familia de las cruciferas. Las partes
comestibles de la planta son los ramilletes de yemas hinchadas. Las yemas, de
2 a 5 cm de diametro, crecen sobre el tallo —en las axilas de las hojas—, su
color es verde, aunque también puede ser rojo o morado; su sabor, intenso,
con un marcado gusto acre o amargo caracteristico. Son yemas, a modo de
pequefios repollos, estan constituidos por un tallo corto y engrosado, que
sostiene numerosas hojas pecioladas dispuestas una sobre otra, donde las
hojas exteriores cubren y protegen la yema terminal y las hojas mas jovenes.
La forma del pequefio repollo es ovalada y las hojas lisas. Comparten con el
resto de las verduras, su elevada proporcion de agua. Constituyen la mayor
fuente de vitamina C respecto de las verduras de su misma familia (si bien una
parte considerable de la misma puede perderse durante el proceso de
coccion). Y ademas, las coles son ricas en acido citrico, que potencia la accién
beneficiosa de dicho nutriente. Son fuente de folatos, y, en menor proporcion,
de otras vitaminas del grupo B. Entre los minerales destaca la presencia de
potasio, fosforo hierro y yodo, asi como cantidades discretas de zinc, magnesio
y calcio. El contenido en fibra insoluble es elevado. Disponible en:
http://www.mapama.gob.es/es/ministerio/servicios/informacion/coles-
bruselas_tcm7-315471.pdf

Figura 7. Plantacion de Rep. Bruselas


http://www.mapama.gob.es/es/ministerio/servicios/informacion/coles-bruselas_tcm7-315471.pdf
http://www.mapama.gob.es/es/ministerio/servicios/informacion/coles-bruselas_tcm7-315471.pdf
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Figura 9. Rep. Bruselas recién cosechados

1.2 Recubrimiento: se utilizé la misma formulaciéon empleada en los morrones.
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2. Técnicas empleadas:
3.1 Determinacién de malonildialdehido (MDA):

Obtencion del homogenado: pesar 1g de muestra y homogeneizar en 2

volumenes (p/v) de regulador fosfato KH,PO, (20Mm), Ph 7,4. Colocar el

homogeneizado en tubos eppendorf y centrifugar a 3000g a 4°C durante 10

minutos. Obtener el sobrenadante (Oxford Biomedical Research No.FR 12,

2003).

Reactivos:

N-metil-2-fenil-indol
Acido clorhidrico 35%
Metanol

Acetronitrilo

1, 1, 3, 3 — tetrametoxipropano

Preparacion de las soluciones de trabajo:

-Solucion | de N-metil-2-fenil-indol (10,3mM): 38mg de N-metil-2fenil-
indol en 18 ml de acetonitrilo

Solucién | diluida: antes de emplear la soluciéon | debe diluirse
adicionando aproximadamente 6ml de metanol hasta alcanzar un
volumen final de 24mL.

Solucién Il Estandar de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (patrén MDA):
adicionar 16,5 microlitros de este patron de MDA (densidad 0,997
g/ml) en 10 ml de agua destilada (Esterbauer, 1991).

Preparacion de la curva estandar de calibracion de MDA: diluya la solucion estandar Il

en agua destilada o en la solucién amortiguadora usada para diluir la muestra. Para

ello tome 500 microlitros de la solucién Il y adiciénelos a un volumétrico de 50 mL y

complete hasta el mismo volumen.

Tabla 2. Curva estandar de calibracion MDA

Solucion | | 650 650 650 650 650 650
diluida (pL)

Solucion I o 25 50 100 150 200
diluida (pL)

Agua destilada | 200 175 150 100 50 0
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Agite en Vortex, adicione 150uL de HCI 35%, agite en Vortex y tape los
tubos. Incube a 45°C durante 1 hora. Enfrie a temperatura ambiente y lea

la absorbancia a 586nm contra agua destilada (CEIEB La Habana, 2003)

2.2 Pérdida de peso: se realizé de la misma forma empleada en los morrones.

2.3 indice de refraccion: se efectud la técnica empleada en los morrones.

3. Determinaciones analiticas

Se realizd6 la puesta a punto de la técnica para cuantificacion de
malondialdehido (MDA), metabolito principal de deterioro o envejecimiento
celular por degradacion de la membrana lipidica. Se utilizd la misma
composicion empleada para los morrones en la preparacion del recubrimiento.
Los repollitos recien cosechados fueron lavados con agua corriente y luego
enjuados con agua destilada. Posteriormente se colocaron sobre papel
absorbente hasta secado completo de los mismos. El recubrimiento fue
aplicado por aspersion y secado por aire frio, operacion realizada por
duplicado. Las muestras tratadas y sin tratar fueron colocadas en bandejas y
se reservaron a temperatura ambiente. El seguimiento se realizo mediante
medicion de diferentes parametros fisicoquimicos, entre ellos, la cuantificacién
de MDA) , pérdida de peso y el indice de refraccion, hasta observar deterioro

organoléptico.
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Figura 9. Repollitos de Bruselas sin tratar Figura 10. Repollitos de Bruselas tratados

4. Resultados

El tratamiento con recubrimiento antimicrobiano aplicado sobre los repollitos de
Bruselas resultd efectivo. En general a medida que transcurre el periodo de
almacenamiento, hay una menor pérdida de peso en las muestras tratadas en relacion
a las sin tratar. Con respecto al indice de refraccién no existe diferencia significativa,
sin embargo se mantienen valores relativamente menores en las muestras tratadas
respecto a las control (sin tratar). El seguimiento del metabolito principal del
envejecimiento celular por degradacién de la membrana lipidica (MDA), dio por
resultado que al término de cinco dias de aplicado el tratamiento, los valores (ug
equivalentes MDA/100g muestra) son inferiores para las muestras tratadas respecto a

las sin tratar.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se puede concluir que la aplicacion del recubrimiento comestible formado por dextrina,
acido citrico y ascoérbico permite retardar el deterioro y conservar la calidad
postcosecha de morrones recién cosechados rojos, para los parametros fisicoquimicos
evaluados, y tanto en verdes como rojos recién cosechados en relacion a los
pardmetros microbiolégicos estudiados. Con respecto a los morrones obtenidos de
verduleria, el tratamiento aplicado no resulta efectivo en el seguimiento a través de
parametros fisicoquimicos debido al desconocimiento de los dias post cosecha de
cada muestra como también si corresponde al mismo lote, pero permitié conservar la
calidad de los morrones en la evaluacion microbiologica.

Por otra parte en los repollitos de Bruselas el tratamiento también fue efectivo para los
parametros estudiados. En este ultimo caso se sugiere ampliar la investigacion.

Las dificultades encontradas en el desarrollo de las actividades fueron el reemplazo de
las hortalizas, debido a considerar la estacionalidad de las mismas para poder trabajar
con hortalizas recién cosechadas.

Para finalizar, se destaca el cumplimiento del objetivo de trabajo propuesto durante el
desarrollo de la Beca de Entrenamiento otorgada por la Comisiéon de Investigaciones
Cientificas, debido a que se evaluo el usé del recubrimiento antimicrobiano comestible
sobre la calidad y el tiempo de vida util de hortalizas, a través del estudio de la
variacion de propiedades fisicas, microbiolégicas y quimicas a medida que transcurre

el tiempo de almacenamiento.
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