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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos usando sorbato de potasio (SK), un
efectivo antiflngico de uso alimentario, unido fisico o covalentemente a matrices de quitosano (CH). La
union covalente del SK al CH se realizd a través de la formacion de una union amida con el grupo amino
del CH y el carboxilato del SK. Se encontr6 que en mezclas fisicas de CH con 5% de SK se logra inhibir
el crecimiento de hongos durante 7 dias, liberando hasta el 40% del SK incorporado originalmente en un
lapso de tiempo de 8 horas. Mientras que en aquellos preparados en donde el SK esti covalentemente
unido al CH, se inhibe el crecimiento de hongos durante 15 dias sin liberacion del antifingico.

Palabras claves: Quitosano, sorbato de potasio, peliculas antimicrobianas, antifungicos, pelicula
comestible.

ABSTRACT

In this work we present the results obtained using potassium sorbate (SK), an effective antimycotic
used in food as antimicrobial, bound physically or covalently to patterns of chitosan (CH). The covalent
bound of the SK to CH was made by the formation of an amide linkage with the CH amino group and the
carboxilate ion of SK. It was found that in physical mixtures of 5% of SK you can inhibit the growth of
fungi for 7 days, releasing up to 40% of SK originally added within 8 hours. On the other hand, in those
samples where SK is covalently bound to CH, the growth of the fungi is inhibited during 15 days without
antymicotic release.

Key words: Chitosan, potassium sorbate, antimicrobial films, antimycotic, edible films

1. INTRODUCCION

Los alimentos son elementos perecederos, por lo tanto existen numerosos factores que
deterioran su calidad. Dichos factores pueden ser categorizados como causas fisicas, quimicas o
biol6gicas. Es por esa razon, que el revestimiento que cubre un producto cumple funciones muy
importantes, ya que previene el deterioro del alimento y extiende su tiempo de vida media. Esto
implica actuar como una excelente barrera frente a la invasion de agentes fisico-quimicos y
microbioldgicos, otorgar proteccién a la humedad, olores, gases, luz, etc. Ademéas de otras
funciones como resistencia al impacto y facil eliminacion después de haber sido usado.

Ademas de las funciones clasicas a cumplir por un revestimiento, éste puede tener funciones
adicionales por la incorporacién de aditivos funcionales activos dentro del material usado para la
fabricacion del mismo. Los envases con agentes antimicrobianos resultan ser activos contra el

crecimiento microbiano.
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Las peliculas para envases derivadas de biopolimeros naturales son preparadas usando
materiales biolégicos como polisacéridos, proteinas y sus derivados. Estas peliculas son
completamente biodegradables, derivan de materiales renovables, no deterioran nuestro medio
ambiente después de ser utilizados y son una alternativa efectiva a los plasticos sintéticos [1,2].

La quitina es un polisacdrido natural de alto peso molecular, facilmente extraible del
exoesqueleto de crustaceos, cuyas unidades repetitivas son la D-glucosamina y la N-acetil-D-
glucosamina. Es el segundo polisacarido méas abundante en la naturaleza después de la celulosa. Su
derivado més importante es el quitosano (quitina desacetilada), material mas manejable, el cual
puede ser procesado para formar escamas, polvos, esferas, membranas, esponjas, peliculas y geles.

El quitosano posee una superficie altamente hidrofila debido a su alta energia superficial.
Estas propiedades le confieren caracteristicas peculiares que lo hacen atil en muchas aplicaciones
en el campo de la salud, cosmética, en tratamientos de aguas y otros. Como el pKa de los grupos
amino presentes en el biopolimero esta entre 6,0 y 7,0, éstos se protonan en medios &cidos diluidos,
formando un polielectrolito con cargas positivas (cationico). Ademas, se sabe por estudios
realizados previamente [3,4], que el quitosano posee buenas propiedades antimicrobianas y
antifangicas.

En los ultimos afios, en la busqueda de mejores propiedades en la conservacion de los
alimentos, comenz6 el desarrollo de sistemas en los cuales el conservante es incorporado en
matrices poliméricas. Una de las vias mas econdémica y conveniente para lograr dichas
transformaciones es usar medios acuosos, no toxicos y muy reactivos. La formacion de uniones
amidas a traves de las carbodiimidas solubles en medio acuoso, que tienen un amplio uso como
agentes de condensacion, se presenta como una via de sintesis adecuada para la incorporacion de
moléculas organicas sobre una matriz. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos de la
preparacion y caracterizacion de peliculas de quitosano usados como matriz polimérica, en las
cuales se ha incorporado sorbato de potasio, fisica y covalentemente. Este conocido aditivo de
propiedades antifungicas es incorporado a la matriz con la intencion de potenciar la capacidad
antimicrobiana y antifingica de la matriz de quitosano y de conocer como influye en dicha

actividad, dos diferentes tipos de quitosanos (peso molecular medio y bajo).

PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reactivos y equipos. Los materiales y farmacos utilizados fueron: sorbato de potasio
(SK, Merck); quitosano (CH, Aldrich, monémero: CioH24N2O9, FW: 161): Peso molecular medio
(MW), Peso molecular bajo (LW); solucion de acido acético AcOH 0,33 M (2% m/v); disolucién
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tampdn de &cido adipico (AdH, pH = 5,78); membrana de dialisis (Sigma dialysis tubing 12 kDa),
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC, Sigma), metanol (Merck), medio
de cultivo de hongos y levaduras (Britania), Sacharomyce sp (ATCC 9763). Todos los reactivos
fueron usados sin previa purificacion y son de grado analitico.

Los espectros de UV se realizaron en un espectrofotometro Shimadzu UV 260 y Hewlett
Packard HP 8452A con arreglo de diodo Los espectros FTIR se midieron con un equipo Nicolet 5
SXC FT-IR Spectrometer.

2.2. Preparacion de las peliculas.

2.2.1. CH (blancos). 30 mL de solucion de quitosano (1% m/v) en &cido acético (AcOH
0,33 M) 2% m/v fue filtrada a través de un filtro de vidrio sinterizado para remover impurezas y
colocada en un disco de Petri. Posteriormente se llevo a estufa a 60°C por 24 horas. Las peliculas
obtenidas fueron mantenidas a temperatura ambiente (20°C, 30% HR) hasta su utilizacion.

2.2.2 Unidn fisica de SK. Se prepararon muestras por incorporacion de SK en matrices de
CH MW y LW hasta obtener mezclas de 1, 5, 12,5 y 25% en masa de SK. Para ello, 0,3 g de CH se
solubilizé en 30 mL de &cido acético (AcOH 0,33M), y a la solucion se agregd posteriormente la
cantidad de SK deseada, agitando durante cuatro horas mas. Se toma una muestra de 30 mL de la
mezcla y se procede de la misma manera que para la preparacion de los blancos. Se obtuvieron las
peliculas FSKLW1, FSKLW5, FSKLW12,5, FSKLW25 (peliculas de CH LW y SK), FSKMW1,
FSKMWS5, FSKMW12,5 y FSKMW25 (peliculas de CH MW y SK). En la Tabla 1 se dan detalles
adicionales.

Tabla 1. Porcentaje masa de mezclas
CH-SK usadas para preparar las peliculas.

% masa SK (9) CH (9)
1 0,003 0,3
5 0,015 0,3
12,5 0,0375 0,3
25 0,075 0,3

2.2.3 Unidn covalente de SK. Se trabajo con los CH LW y MW. Se prepararon 10 mL de
solucion de CH en AcOH al 1% m/V, a esta solucion se le agregan 8,5 mL de metanol. El SK se
agregd en dos relaciones molares diferentes: 0,6 y 1,1 eq. SK/eq residuo glucosamino.
Posteriormente, se agregaron 5 mL de una solucién 0,064 M de EDC en metanol. En todos los
casos la relacion molar SK:EDC fue de 1:1.

La mezcla de reaccion fue agitada durante 24 horas, luego se le agregdé 20 mL de mezcla
CH3OH: NH4OH (70:30 v/v) para precipitar. El precipitado obtenido fue filtrado y lavado con agua,
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metanol y éter para eliminar los restos de SK que quedan sin unir a la matriz de quitosano;
finalmente fue secado al vacio y dejado 24 horas a temperatura ambiente hasta su utilizacion. Los
solidos obtenidos fueron solubilizados en AcOH 0,33 M al 1% m/v y se procede de la misma
manera explicada en el apartado 2.2.1. Las peliculas obtenidas se mantuvieron a 20°C, (30% HR)
hasta su utilizacion. Se obtuvieron las peliculas: CSKLWO0,6, CSKLW1,1, CSKMWO0,6 y
CSKMW1,1.

Para determinar la cantidad de SK incorporado a la matriz de quitosano se realiz6 un estudio
gravimétrico de las muestras pesando las mismas antes y después de realizada la union covalente

del SK. El % SK incorporado se expresa como:

0 peso sélido con SK incorporado - peso CH

% SK incorporado =10
peso CH

1)

2.2. Caracterizacion de los productos.
2.3.1 Estudios de espectroscopia FT-IR.

Se mezclé 3 mg de muestra seca fue con 200 mg de KBr (grado IR) y usada para preparar
discos. Los espectros de transmisién fueron tomados de 4.000 a 400 cm™, usando una resolucién de
16 cm™ y 32 scans.

2.3.2. Determinacion de indice de hinchamiento en volumen de diferentes quitosanos
(MW y LW) en agua y &cido adipico (AdH, pH 5,78). Se colocaron en tubos graduados y
calibrados una cantidad de cada tipo de quitosano equivalente a 1 mL. Se coloco una cantidad de
disolvente en exceso. Se mantuvo la muestra en agitacion durante tres horas y en reposo durante 24
horas. Transcurrido ese tiempo, se realiz6 una nueva lectura de volumen. El indice de hinchamiento

fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

IH= b Ts @)

donde IH es el indice de hinchamiento, Vh el volumen ocupado por el quitosano hinchado y, Vs el
volumen ocupado por el quitosano seco.

2.3.3 Estudios de liberacion.

Pruebas de liberacion de SK en las distintas peliculas (union fisica). El equipo usado se
muestra en la Figura 1. EI mismo consiste en un tubo cilindrico interno con una membrana de
dialisis colocada en la parte inferior donde se deposita la muestra (0,3 g). Este sistema se coloca
dentro de un vaso conteniendo 100 mL de solucion tampon de AdH (pH 5,78). Se toman alicuotas

de 3,0 mL del tampon a distintos intervalos de tiempo reponiendo el volumen extraido en cada caso
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con agregado de buffer original. Las medidas de absorbancia de las alicuotas se realizaron a 254 nm
con un espectrofotometro UV/Vis con el objeto de detectar el SK liberado desde las matrices. Se
realiza la experiencia con cada una de las peliculas obtenidas. La cantidad de SK liberada a tiempo t
y el porcentaje de SK liberado se calcularon a partir de una curva de calibrado y representados en

funcion del tiempo.

Figura 1. Esquema del equipo empleado.

2.3.4. Ensayos microbioldgicos. Se realizaron experiencias de actividad antifungica a
peliculas de quitosano LWy MW con 5y 10% de SK en masa (FSKLW5 y FSKLW10, FSKMWS5,
FSKMW10, mezclas fisicas) y a peliculas de quitosano con SK unido covalentemente con 1,1 eq
SK/eq residuo glucosamino (CSKLW1,1 y CSKMW1,1). ElI microorganismo usado fue
Sacharomyce sp., el cual fue primero inoculado en un medio de cultivo de hongos y levaduras e
incubado por 48 horas a 28°C. La suspension del in6culo fue luego esparcida sobre capsulas Petri
conteniendo el medio de cultivo. Se cortaron discos de 1,5 cm de didmetro de las peliculas, y se
colocaron sobre las cajas y fueron incubadas a 28°C por 7, 10 y 14 dias. El efecto antifingico de la
pelicula fue determinado observando la existencia de zona de inhibicion debajo de los discos y
alrededor de los mismos.

2.4 Estudios de aplicacion en mariscos y frutas.

2.4.1 Uso del quitosano como inhibidor de la melanosis del langostino. Se probo en el
langostino argentino Pleoticus muelleri libre de aditivo, el uso de soluciones aceticas (pH 4 y 6) de
quitosano (CH), quitosano con 1% en masa de sorbato de potasio (FSKLW1, mezclas fisicas) y
mezclas quimicas quitosano-sorbato de potasio (CSKLW1,1) como aditivo para luego valorar la
prevencion de la melanosis sensorialmente. Se trabajé con ejemplares de langostinos con peso
promedio de 25,6 £ 0,5 g y largo total de 14,9 £ 0,1 cm con cabezay 11,5 £ 0,1 cm sin cabeza; los

cuales fueron sumergidos durante 2 minutos en dichas soluciones. Se prepararon bandejas con 15
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langostinos. Se conservaron a 0°C durante 7 dias para posteriormente realizar la evaluacion
sensorial de la carne del langostino con el aditivo y anlisis microbiolégico de la carne del
langostino. Se empled como testigo una muestra de langostinos frescos y otra de langostino sin
aditivo. Se trabajo con un panel de jueces entrenados para el desarrollo de los descriptores [17]. Los
descriptores fueron: aspecto general, olor, color del exoesqueleto, color del musculo, textura,
mucosidad. Se elabord una escala visual de melanosis de puntuacion 1 a 4, (1: ausencia de manchas
oscuras; 2: algunas manchas oscuras pequefias; 3: gran cantidad de manchas en el caparazon; 4:
manchas en todo el caparazon).

2.4.2. Uso de peliculas comestible de quitosano para conservar la calidad de frutillas.
Se utilizaron frutillas seleccionadas por su madurez, tamafio, libres de infeccion y defectos fisicos.
Fueron lavadas con abundante agua y secadas a temperatura ambiente. Se prepararon soluciones
aceticas de CH, quitosano con 1% en masa de SK (FSKLW1, mezcla fisica) y CH-SK
(CSKLW1,1, mezcla quimica) a pH 4. Las frutillas fueron rociadas con dichas soluciones, secando
el exceso de liquido con servilletas de papel, se colocaron en bandejas de telgopor y fueron
conservadas a 4°C durante 14 dias. Se usaron frutillas sin peliculas de CH para control. Se
evaluaron los parametros de calidad (color e indice de deterioro) transcurridos 7 y 14 dias. La
calidad sensorial de las frutillas fue evaluada por su apariencia visual y su aceptabilidad a panelistas
y calificadas con una escala heddnica de 1 a 9 (9: excelente; 7: muy bueno; 5: bueno; 3: regular y 1:

malo) [18].
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Unidn fisica y covalente de SK a matrices de CH de diferentes pesos moleculares. La
unién covalente del SK al CH, se realizd segln el procedimiento sintético que se muestra en el
esquema 1. En este esquema se muestra que primeramente ocurre la activacion del grupo carboxilo
del SK a través de la carbodiimida soluble en agua (EDC) siguiendo el método de Chen et al. ([8]).

Luego se produce la formacion de un enlace amida entre SK y el grupo amino del CH.

Activacion cen EDC

e
C5H5000 K ¢ CHs fl\ll—'GzH5
K N—(CHyJ3-N-CHj ’ CsHgCOO™ C CHg
EDC N={CHz}3-N—-CH;
+
OH OH aH ~H 'N_csz
¢ LT L o=
e = v VL e P "
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Esquema 1: sintesis para la union covalente de SK en matrices de CH via EDC.
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3.2. Caracterizacion
3.2.1. Espectros FT-IR. Las muestras CH-SK maodificado (mezclas fisicas y quimicas)

fueron estudiadas por FT-IR y se realizaron estudios comparativos con CH sin modificar y de SK.
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Figura 2. Espectro FT-IR A) CH LW, B) SK (Sorbato de potasio), C) CH-SK fisico (FSKLW1), D) CH-SK
covalente (CSKLW1.1).

En la Figura 2 se muestran los espectros correspondientes a las muestras sélidas CH (a),
sorbato de potasio (b) y de CH-SK que son las muestras de quitosano en las cuales el SK se ha
incluido en forma fisica (c) y covalente (d). En el espectro c, se puede observar que las bandas
corresponden a la sumatoria de los espectros a y b, en este caso se observa un cambio en la banda a
1.638 cm™ por la presencia de los grupos carboxilicos del SK. La banda se torna mas puntiaguda
con el incremento de SK afiadido indicando alguna interaccion entre los grupos amino del quitosano
y los grupos carboxilicos del sorbato, como lo han reportado antes Chen et al. [3]. Ademas la banda
cercana a los 1.386 cm™ podria ser atribuida al aumento de los grupos carboxilicos (-COO). Por
otro lado, en el espectro d, se observan cambios importantes en la zona comprendida entre 1.650 a
1.550 cm™. En este Gltimo caso, se puede distinguir la banda I correspondiente a los grupos amida
entre 1.681 a 1.641 cm™ (-C=0, estiramiento) de la formacién de amidas y la banda Il (-N-H,

estiramiento) entre 1.574 a 1.555 cm™. La presencia de estas bandas, pone en evidencia la
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formacion de uniones covalentes ente el quitosano y el SK (véase el esquema 1).

3.2.2. Determinaciéon de indices de hinchamiento. El indice de hinchamiento de estos
materiales es de gran importancia, dado su potencial aplicacion en medios acuosos o fluidos
fisiolégicos lo que provocaria la absorcion de agua con la consecuente alteracion de sus
propiedades fisicas [9]. Se estudiaron los indices de hinchamiento de los diferentes CH (MW, LW),
sin la incorporacion de SK, en diferentes medios (agua y acido adipico). Los mismos se muestran
en las Figuras 3y 4, respectivamente.

En las Figuras 3 y 4 se puede observar que tanto el CH LW (peso molecular bajo), como el
CH MW (peso molecular medio) presentaron altos indices de hinchamiento. EI CH LW fue el que
presentd los mayores valores; esto puede deberse a que por presentar el menor peso molecular es
mas facilmente solvatado por las moléculas de solvente y las cadenas poliméricas pueden alejarse
unas de otras. Esto también favorece la formacion de enlaces de hidrogeno con el disolvente,
facilitando aln mas su hinchamiento. Por lo general, los hidrogeles preparados con quitosano logran
un grado de hinchamiento méaximo a valores de pH acidos, debido a que el maximo grado de
hinchamiento de estos materiales surge de un compromiso entre la maxima repulsion que pueden
experimentar los grupos cargados y el minimo apantallamiento que genera la adicion de un exceso
del &cido. EI CH de peso molecular medio, presentd un comportamiento similar al de bajo peso
molecular, pero con menor grado de hinchamiento.
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Figura 3. Indices de hinchamiento en agua. Figura 4. indice de hinchamiento en HAd (pH 5,78).

3.2.3. Estudios de liberacion de SK.
3.2.3.1. Liberacion de SK en mezclas fisicas de CH-SK. Las primeras experiencias
de trabajo fueron realizadas mediante la incorporacion fisica del SK a matrices de CH de diferentes
pesos moleculares con las cuales se prepararon peliculas. Las experiencias fueron realizadas a pH

5,7 porque se sabe que a este valor de pH los grupos aminos del CH se encuentran cargados
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positivamente (pKa 6,3), mientras que los COOH (grupos carboxilos) del SK, estan negativos. Una
vez preparadas las peliculas se realizaron experiencias de liberacion de SK en las mismas,
obteniéndose los resultados mostrados en las Figuras 5 y 6, donde se ha graficado el porcentaje de
SK liberado en funcion del tiempo para los quitosanos LW y MW. EI mayor porcentaje de
liberacion se observé para las peliculas de CH con 5% de SK en el quitosano LW (Figura 6). Sin
embargo, tanto para el quitosano MW (Figura 5) como el LW (Figura 6), se observa que el
porcentaje de liberacion de SK no supera el 20% del SK colocado originalmente. Esto pone en
evidencia que la interaccion entre el CH y el SK juega un rol importante, pero la cinética de
liberacion no presenta valores proporcionales a la concentracion. El tiempo de liberacion total
ensayado fue de cuatro dias, siendo la velocidad de liberacion superior en las peliculas con 5% de
SK en el quitosano LW. EIl “plateau” se alcanzé en general después de la cuarta hora de realizada la
experiencia. Posiblemente, dado que en este caso la interaccion entre SK y CH es de tipo
electrostatica, la concentracion en la que el SK se libera mas répidamente, sea aquella que se
encuentre mas impedida para establecer el par i6nico con los grupos funcionales del quitosano, y

esto a su vez, dependera del peso molecular y el grado de hinchamiento de cada tipo de quitosano

utilizado.
18
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Fig 6: Grafico de % sorbato de potasio liberado para films de quitosan Fig 5: Grafico de % de sorbato de potasio liberado versus tiempo
peso bajo con diferentes % de sorbato de potasio en funcion de tiempo para films de quitosan peso medio (MW) con diferentes % sorbato

3.2.4. Ensayos microbiolégicos con peliculas de CH con SK incorporado fisica y
covalentemente. En la Tabla 2 se muestran los resultados de los estudios microbiolégicos a las
peliculas de CH en los cuales el SK se ha incorporado fisica y quimicamente. Los estudios
microbioldgicos fueron realizados utilizando dos tipos del CH (de bajo y medio peso molecular),
con un 5y 10% de SK (mezclas fisicas) y con 1,1 eq. SK/eq residuo glucosamino (mezclas
quimicas). Observando la tabla podemos notar que, en todas las experiencias realizadas, no se

observé zona o halo de inhibicidn del crecimiento de hongos. Solamente se inhibid el crecimiento
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de los mismos debajo de los discos de las peliculas.

En los ensayos microbioldgicos se observé que el crecimiento de hongos comienza luego de
las 48 horas en los blancos (peliculas de CH), mientras que en las peliculas de quitosano con un 5%
de SK, el efecto inhibidor se prolonga inclusive hasta los 10 dias. En el caso de las peliculas de CH
con 10% de SK, el efecto inhibidor desaparece antes de los 7 dias. Para el caso del CH de peso
molecular medio, con un 5% de SK, el efecto inhibidor se prolonga hasta los 7 dias. Una alta
velocidad inicial de liberacion del conservante en la pelicula (Figuras 5 y 6) puede inhibir el
crecimiento de hongos al principio del envasado, pero esto también resulta en una alta
concentracion del conservante en la superficie del alimento e incrementaria la velocidad de difusion
de la superficie al interior, provocado por un alto gradiente de concentracion. Esta alta velocidad de
difusion podria reducir el efecto antifingico de la pelicula a largo plazo [8]. Se aprecio en los
estudios microbioldgicos que al superar el 5% de sorbato de potasio en las peliculas de quitosano se

perdia el efecto inhibidor del SK.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de las peliculas de CH y CH-SK (union fisica y quimica).

Tipo de Caracteristicas Zona de | Area debajo de los discos
peliculas inhibicion

2 dias |7 dias| 14 dias
FMWB Blanco, CH MW - + - -
FLWB Blanco, CH LW - + - -
FSK LW5 5% SK, union fisica, CH LW - + + -
FSK LW10 10% SK, unién fisica, CH LW - + - -
FSK MW5 5% SK, uniodn fisica, CH MW - + + -
FSK MW10 10% SK, unién fisica, CH MW - + + -
CMMWB Blanco, CH MW - + - -
CMLWB Blanco, CH LW - + -
CSKMW1,1 1,1 eq SK, union gqca, CH MW - + + +
CSKLW1,1 1,1 eq SK, union gca, CH LW - + + -

El simbolo + representa un efecto inhibidor; y el simbolo - un efecto no inhibitorio

Analizando los ensayos microbiol6gicos de las peliculas de CH-SK en los cuales el SK esta
unido quimicamente (Tabla 2), se observo que el crecimiento de hongos comienza a los 14 dias en
el CH MW pero en el CH LW se aprecia a los 10 dias. No se observo en ninguno de los casos halo
de inhibicion del crecimiento de hongos, lo que presupone que no se liberaria sorbato, lo que seria
beneficioso porque no habria sorbato en el alimento, lo cual seria bueno para que el consumidor no
lo ingiera. En estas Gltimas peliculas se conservan las propiedades antifngicas del SK, a pesar de
estar este unido covalentemente a la matriz de CH; de esta manera se prolongaria el tiempo de

conservacion del alimento, evitando el crecimiento de hongos y sin la liberacion del antifingico al
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alimento dado que los porcentajes de liberacidn, en las peliculas en donde el SK fue covalentemente
unido, son despreciables en comparacion a las peliculas en donde el SK estd fisicamente
incorporado. Ademas, se observa que el efecto inhibidor del quitosano de peso molecular medio fue
superior al de bajo peso molecular.

3.3. Estudios de aplicacién en mariscos y frutas. Langostino: El langostino es un marisco
de gran aceptaciéon en el mercado. Dada su importancia econdémica, resulta interesante la
investigacion del empleo de aditivos para evitar la melanosis. La melanosis o pardeamiento del
langostino es una reaccion quimica causada por una enzima endogena polifenoloxidasa [16] que
forma pigmentos coloreados insolubles (ennegrecimiento de la carne). Esto tiene un impacto
negativo en su valor comercial y en la aceptacion del producto por parte del consumidor [18], pero
no en su sabor. Con el conservante (metabisulfito de sodio) usado actualmente en la industria
alimentaria, la melanosis aparece en los langostinos a los 3 dias cuando son conservados a 0°C. El
metabisulfito de sodio es un compuesto que causa reacciones adversas en la salud humana, este
hecho ha originado que se siga estudiando otros aditivos para la prevencion de la melanosis.

Se trabajo con lotes de 15 langostinos con un peso promedio de 25,6 £ 0,5 g y un largo total
de 14,9 £ 0,1 cm con cabeza y 11,5 + 0,1 cm sin cabeza; los cuales fueron sumergidos durante 2
minutos en soluciones acéticas (pH 4,0 y 6,0)) de CH-SK con 1% en masa de sorbato de potasio
(FSKMW1, union fisica) y CH-SK (unién quimica, CSKLW1,1), se guardaron a 0°C durante 7 dias
para posteriormente realizar la evaluacion sensorial de la carne con el aditivo. Se empleé como
testigo una muestra de langostinos enteros frescos y sin aditivo. La evaluacion sensorial determind
que los langostinos sumergidos en soluciones acéticas de CH, CH-SK 1% masa (unién fisica) y
CH-SK unién covalente a pH 4 y luego de 7 dias se observé en las patas y parte de la cola, una leve
presencia de manchas oscuras. El aspecto general de la carne fue bueno, el musculo present6 un
ligero color amarillo y se aprecié la presencia de una mucosidad blanguecina alrededor del mismo y
el olor que desprendieron las muestras fue amoniacal. Debido a la presencia de manchas en las
patas y cola se le asigné la valoracién 2 en el langostino sumergido en CH SK fisico y covalente y
valoracién 3 en el CH por presentar gran cantidad de manchas en el caparazon. Por el contrario, en
la experiencia realizada a pH 6 los langostinos presentaron un aspecto general agradable, la textura
inicial se conservd luego de los 7 dias, no presentaron mucosidad ni liquido en el muasculo, se
mantuvo el color rosado-anaranjado Yy el olor fue a pescado y choclo, tipico de langostino (Manual
Boski, ilustrado de crustaceos, 1992). Se observo una coloracion mas rosada en los langostinos
sumergidos en soluciones acéticas de CH-SK fisico y CH-SK covalente y se le asigné en la escala

visual la valoracién 1 (ausencia de manchas oscuras), en cambio a los langostinos sumergidos en
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CH se le asigno la valoracion 2 (Tabla 3) por presentar algunas manchas oscuras en el caparazon y
parte de la cola [17]. No se observaron grandes diferencias entre el aspecto general de los
langostinos en el caso que el SK esté unido fisica o quimicamente al CH. La ventaja en la union
quimica del SK al CH seria la no liberacion del conservante al langostino. Mediante estas
experiencias se pudo comprobar la eficiencia del uso del CH con SK unido fisico y covalentemente
para evitar la melanosis del langostino durante 7 dias.

Tabla 3. Valoracion asignada en la evaluacién sensorial de langostinos tratados con
soluciones acéticas de CH, CH SK fisico (FSKLW1) y CH SK covalente (CSKLW1.1) después de
siete dias.

Langostinos pH 4 Blanco | CH | CH-SK fisico | CH-SK covalente
Caracteristicas Descripcion
Aspecto general Regular Bueno Bueno Bueno
Color del musculo | Amarillo nger_o color nger.o color nger_o color
amarillo amarillo amarillo
Mucosidad Blanca Blanquecina Blanquecina | Blanquecina
Olor Amoniacal Amoniacal Amoniacal Amoniacal
Valoracion 4 3 2 2
Langostinos pH 6 Blanco | CH | CH-SK fisico | CH-SK covalente
Caracteristicas Descripcion
Aspecto General Regular Agradable Agradable Agradable
Blanco,
Blanco, ;. , .
. . e traslucido, Blanco, traslucido,
Color del masculo | Amarillo trasldcido,
. manchas manchas nacaradas
brillante
nacaradas
Mucosidad Blanca No presenta No presenta | No presenta
Olor Amoniacal Pescado y | Pescadoy Pescado y choclo
choclo choclo
Valoracion 4 2 1 1

Valoracién: 1: ausencia de manchas oscuras, 2: algunas manchas oscuras pequefias, 3: gran cantidad de manchas en

el caparazon, 4: manchas en todo el caparazon
Frutillas: Para esta experiencia las frutillas fueron sumergidas en soluciones acéticas (pH 4,0)
de CH, CH-SK con 1% de SK (FSKLW1, unién fisica) y CH-SK (CSKLWL1.1, unién quimica) y
conservadas a 4°C. El color y el brillo de las frutillas son factores importantes porque involucran la
aceptabilidad del consumidor y se observé que ninguno de los dos se vio modificado por el rociado
con las soluciones de CH. La capa de CH retarda la caida en las cualidades sensoriales, por lo tanto,
prolonga la vida util. Las frutillas cubiertas con quitosano tuvieron una aceptabilidad visual mayor
que las no tratadas [19]. Tanto el control como las frutillas rociadas con CH fueron atractivas para

los panelistas luego de dos dias. Se observd que después de siete dias las muestras presentaban un
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tono rojo intenso, la piel mas firme y presentaban una pérdida de peso menor que el control, debido
a que la cubierta con quitosano [19] retardaria la velocidad de respiracién y los procesos
enzimaticos propios de la fruta. Al finalizar el séptimo dia el control no era atractivo
comercialmente (valoracion 3, regular), a las frutillas cubiertas con la solucion de CH se les asigno
la valoraciéon 5. Las frutillas cubiertas con CH SK conservaban su calidad; en el caso de las
recubiertas con CH SK fisico con 1% SK (FSKLW1, unién fisica) se les asigno la valoracion 7, y

las cubiertas con CH SK covalente (CSKLW1,1, unién quimica) 9, excelente (Tabla 4).

Tabla 4. Valoracion asignada en la evaluacion sensorial de frutillas tratados con soluciones
aceticas de CH, CH SK fisico (FSKLW1) y CH SK covalente (CSKLW1.1) después de 7 dias

Frutillas Control CH CH-SK CH-SK
fisico covalente

Caracteristicas Descripcion

Color Rojo oscuro Rojo Rojo oscuro |Rojo oscuro

Brillo Opaco Bueno bueno Bueno

Valoracién 3 5 7 9

Valoracién: 9, excelente; 7, muy bueno; 5, bueno; 3, regular y 1, malo.

CONCLUSIONES

Analizando la eficiencia para inhibir el crecimiento de hongos de los diferentes CH
estudiados, los que presentaron el mejor comportamiento fueron los CH de peso molecular medio.
A su vez, ambos CH presentaron altos valores de indice de hinchamiento, lo cual permitiria una
mayor liberacién del SK cuando esta fisicamente incorporado a la matriz. Si los resultados se
analizan desde el punto de vista microbioldgico, es también el CH de peso molecular medio, quién
demostro ser mas efectivo para inhibir el crecimiento de hongos con SK covalentemente unido.

Los resultados encontrados en el presente trabajo, permiten concluir que la incorporacion
covalente del SK permite que las peliculas de CH SK conserven sus propiedades antimicrobianas,
lograndose de esa manera un mayor tiempo de inhibicidn, con la ventaja de que el aditivo estaria
incorporado en el revestimiento y no en el alimento. Los estudios de liberacion controlada,
demostraron que los porcentajes de liberacion, en las peliculas en donde el SK fue covalentemente
unido, son despreciables en comparacién a las peliculas en donde el SK estd fisicamente
incorporado. Es importante destacar que la union covalente del SK a matrices de CH se realiza a
través de un procedimiento sencillo, rapido e inocuo, lo cual trae como consecuencias, interesantes
propiedades de aplicacion de estas peliculas en el area de alimentos. Por otro lado, es importante
denotar que, en aquellos casos en donde el tipo de aplicacion lo demande, estas peliculas pueden ser
comestibles dado que la concentracion de SK esta dentro de los valores permitidos por el cédigo
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alimentario y la modificacion quimica realizada no posee riesgos de toxicidad.

El analisis sensorial revela que el recubrimiento con una capa de solucion acética de
quitosano a pH 6 en los langostinos y a pH 4 en las frutillas permite conservar la buena calidad de
los mismos sin afectar sus caracteristicas como brillo, olor y sabor. Los productos recubiertos con la
capa de CH SK covalentemente unido tuvieron una menor caida en la pérdida del color y
crecimiento de hongos en el caso de las frutillas y una mejora notable en el tiempo de conservacion
en el caso de los langostinos, evitando la aparicion de la melanosis durante 7 dias, lo que permite
considerar a la presente propuesta de revestimiento como apropiada para una aplicacion comercial
durante el almacenaje y posterior comercializacién de dichos productos de alta importancia

econdmica para su exportacion.
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