'UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

INSTITUTO DE HORTICULTURA

RECUBRIMIENTO BIODEGRADABLE ANTIFUNGICO PARA LA
CONSERVACION POSCOSECHA DE PAPAYA (Carica papaya L.)

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCI‘f
PARA OBTENER EL GRADO D

| CQ‘QN NERAL ACADEMICA
MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTI(%;&&Q_ 10S ESCOLARES

OFICINA DE EXAMENES PROFESIONALEY

PRESENTA:
TERESA DE JESUS CORNEJO VIVAR

DICIEMBRE 2015

Chapingo, Estado de México

Institets d¢ Horticsitura



RECUBRIMIENTO BIODEGRADABLE ANTIFUNGICO PARA LA
CONSERVACION POSCOSECHA DE PAPAYA (Carica papaya L.)

Tesis realizada por Teresa de Jesus Cornejo Vivar bajo la direccion del
Comité Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito

parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

7

DIRECTOR: - Z ,
DRA. MARIADEL ROSARIO GARCIA MATEOS

ASESOR:

DR. JOEL CORRALE RCIA
ASESOR:

DR. MARCELO ACOSTA RAMOS
ASESOR:

DR. JAIME SAHAGUN CASTELLANOS



DEDICATORIA

A mis padres
Maria Yelonde Vivar VWW/ Jose Jabel C

%ﬁ%%mw/ﬂ@ mwéé/wme/mm

LM/MWW



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el

otorgamiento de la beca durante el periodo de realizaciéon de la maestria.

A la Universidad Autonoma Chapingo por permitirme ser parte de ésta gran

Institucion.

Al Instituto de Horticultura del Departamento de Fitotecnia por por abrirme

sus puertas y darme la oportunidad de crecer profesionalmente.

A mi comité asesor integrado por la Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos,
Dr. Joel Corrales, Dr. Marcelo Acosta y Dr. Jaime Sahagun, por su direccién
asesoria, aportaciones y apoyo total en la realizacion de ésta investigacion,

les agradezco mucho.

A la Asociacion Agricola Local de Productores de Citricos del Municipio de
Tuxpan, Ver., especialmente al Ing. Felipe Jiménez Nolasco y a su hija
Jazmin Jiménez Castillo, por el material donado para éste proyecto y por las

facilidades brindadas.

Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A. C. en especial al
Grupo de Investigacién de Biopolimeros y al Dr. Jaime Lizardi por el material

donado para la elaboracion de éste proyecto.

A la Dra. Teresa Colinas, Dr. Gustavo Almaguer, Ing. Félix Esparza, Ing.
Alfredo Jimenez, por las facilidades otorgadas para el uso de material y

equipo de laboratorio.



A los laboratoristas Adrian, Doris, Sinai, Jonathan, Ing. Cecilio les agradezco

Su apoyo.

A la Dra. Willy Castillejos por su tiempo y su dedicacién, por ser una

excelente profesora.

A Angeles, Naye, Carmen, Bety, Dra. Paty Landa, por los momentos

compartidos en los laboratorios y por su apoyo.

A mi hermano por su compania y su tiempo compartido en familia, te aprecio

mucho y te quiero mucho.

A un gran profesionista e incomparable persona Sergio M. Méndez Zufiga,
por las motivaciones, el apoyo incondicional, las experiencias y el tiempo

compartido juntos muchas gracias.



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE CUADROS........uiuutieeeeeeeeenaeeinneeeeeereeeaeeeesnnanesessessenees IX
INDICE DE FIGURAS.........coeiiiuiiieeeeanneeessaseesenee e e s s sne s mnne e e s enennneeas X
RESUMEN. ... rrr e rre e s e s s e s e s e s n e e e rnenn s Xi
I, INTRODUGCCION. ......uuiiiiiii e 1
2. OBUJETIVOS. ..ot 3

2.1.0bjetivo general....... ..o 3

2.2.0Dbjetivos eSPeCifiCOS. .......ouii i 3
3. HIPOTESIS ...t 3
4. REVISION DE LITERATURA. ......ooiiiiiie e, 4

4.1.Pérdidas poscosecha por hongos fitopatégenos............................. 4

4.1.1. Importancia de productos hortofruticolas y pérdidas

poscosecha por hongos fitopatdégenos...............coooiveiiiinnn. 4
4.1.2.Importanciade l[a papaya........cccooviiiiiiiiiii 5
4.1.3.Pérdidas poscosechaenpapaya.........cccovveeiiiiiiiiiiiiiieieennn. 6
4.1.4.Principal enfermedad de papaya en poscosecha..................... 7
4.1.5.Proceso de infeccion de C. gloeosporioides .......................... 7
4.1.6.Métodos de control de C. gloeosporioides.................c........... 9

4.2.Recubrimientos biodegradables antimicrobianos:

nueva tecnologia en poscosecha..............ccocoviiiiiiiiciici, 10
4.2.1.Contaminacion ambiental por empaques plasticos................ 10
4.2.2 Peliculas y recubrimientos biodegradables.......................... 10
4.2.3.Peliculas y recubrimientos biodegradables activos................. 11

4.2.4 Peliculas y recubrimientos biodegradables activos

con actividad antimicrobiana ..........oooeeeiii 12



4.2.5.Propiedades de recubrimientos..............ccoiiiiiiiiiiiiin 13
4.2.6.Formacion de recubrimientos...........cooiiiiiiiiii 13
4.2.7.Métodos de aplicacion de recubrimientos en el fruto.............. 14

4.2.8.Componentes de los recubrimientos biodegradables

antimiCrobianos............viie i 15
4.2.8.1.BIOPOlMErOS ... 15
4.2.8.2.Quitina fuente de quitosano................cccviiiiiii . 15
4.2.8.21.QUIT0SAN0 ......viiieiii 16
4.2.8.2.2.Actividad antifungica del quitosano....................... 18
4.2.8.2.3.Grado de desacetilacion del quitosano.................. 19
4.2.8.3.Plastificantes............cooiiiii 19
4284 AAIIVOS....cuini i 20
4.2.8.5.Aceites esenciales: aditivos antimicrobianos................. 20
4.2.8.5.1.Actividad antifungica de aceites esenciales............ 22

4.3.Uso de residuos agroindustriales para la elaboracién de

recubrimientos biodegradables ... 23
4.3.1.Residuos agroindustriales...............c.coooiiiiiiii 23
4.3.2.Residuos de CitriCOS ..........ouiuiiiiiiiii e 24
4.3.3.Residuos de productos que contienen quitosano.................. 25

. MATERIALES Y METODOS ......ouviiiiiiiieee e 27
5.1.Extraccion de aceite esencial.............ccoiiiiiiiiii i 27
5.2.Evaluacion in vitro de los aceites esenciales ...................cooeeeis 29
5.2.1.Aislamiento de C. gloeosporioides...............ccccoecviiiiiiiaan... 29
5.3.ENsayos biolOQICOS .......cviiiiii i 30
5.4.Elaboracioén de la pelicula biodegradable...................cols 32
5.4.1.0btencién de materiales del recubrimiento.......................... 32

5.4.2.Determinacién del grado de desacetilacion del quitosano....... 32



5.4.3.Elaboracion de la pelicula biodegradable ............................ 33

5.5.Caracterizacion fisicoquimica de la pelicula biodegradable............ 34
55 1. pHdelaemulsiOn..........ccooiiiiiiiii 34
5.5, 2. G080 ... 34
5.5.3. HUMEdAd ....eiiii 34
5.5.4.Solubilidad enagua............c.coooiiiiiiii 34
5.8.5.C0I0 ..ot 35
5.5.6.Biodegradabilidad..............coooiiii 36

5.6.Evaluacién in vivo de las peliculas como recubrimiento................. 36
5.6.1.Material biolOdgICO.........ooeiii 36
5.6.2.Inoculacion de C. gloeosporioides...............cccoeeiiiiiiinnnnn.. 37
5.6.3.Aplicacion del recubrimiento.............c.oooi 37

5.7 .Medicidon de parametros fisicos de la fruta tratada........................ 38
5.7.1.Pérdida de PeSO0.......covieiiiii i 38
BT 2 PH 38
5.7.3.50lidos solubles totales.............cooviiiiiiii 38
5.7.4.Colorde 1a CasCara ...........ouvuiuiiiiiii e 38
5.7.5.RESPIrACION. ... 39
.7 .6.FIrMezZa.. ... 40
5.7.7.Evaluacién del dafio causado por antracnosis...................... 40

5.8.Analisis estadiStiCOS...........cociviiiiiii 41

. RESULTADOS Y DISCUSION.......cooiiiiiiiiieiiiieeee e 42

6.1.Extraccion de los aceites esenciales ..o, 42

6.2.Evaluacion in vitro de los aceites esenciales................cocoevienenn.. 43

6.3.Caracterizacion de la pelicula biodegradable.............................. 46
6.3.1.Grado de desacetilacion de quitosano................coovvviinni. 46
6.3.2.Propiedades fisicoquimicas de la pelicula biodegradable........ 47



B.3. 3. G0 0T e 49

6.3.4.Biodegradabilidad...............c.oiiiii 51
6.4.Evaluacién in vivo del recubrimiento biodegradable ..................... 52
6.4.1.Pérdida de PeSO......eiuiiiiii i 52
6.4, 2. PH Y OBIiXuu ettt 54
B.4.3.C 000 ... 55
6.4.4.RESPIrACION ..ot 58
B.4.5.FIrmeza.. ... 60
6.4.6.Dafno causado por antracnosiS IN VIVO ............c.ccviiiiiiinannn.n. 61
6.4.7.Duracion del recubrimiento.............cooiiiiii 63

7. CONCLUSIONES ... ...ttt 64
8. BIBLIOGRAFIA. ... 65
9. ANEXO it 84
T0.ANEXO 2. . 85
11 ANEXO .o 86

iNDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Especificaciones de quitosano utilizado para la elaboracién de los

recubrimientos biodegradables.............c.oii 32

Cuadro 2. Componentes de los tratamientos formulados para la elaboracion

de recubrimientos biodegradables................cooi 33

Cuadro 3. Escala para determinar el area afectada con antracnosis en frutos
(o[ TN 0T=T o= Y7 40

Cuadro 4. Halo de inhibicién y porcentaje de inhibicién in vitro de los aceites
esenciales de C. sinencis, C. reticulata y C. paradisi contra C.
GIOBOSPOIIOIES ... 44
Cuadro 5. Resultados de la determinacion del grado de desacetilaciéon del

quitosano por el método de titulacién potenciométrica............................ 46



Cuadro 6. Efecto de la concentracion de aceite esencial de C. reticulata en
las propiedades de pH, grosor, % humedad y % de solubilidad de peliculas

AE QUITOSANO. ...t s 48

Cuadro 7. Valores de L*, hue y chroma evaluados en peliculas de quitosano

y aceite esencial de C. reticulata................coooiiiiiiiiiiiiiii i, 50

Cuadro 8. Porcentaje de degradacion de las peliculas en funcion del tiempo

de contacto CON €I SUBIO ... 51

Cuadro 9. Efecto de la concentracidon de aceite esencial de C. reticulata en el

pH y °Brix en pulpa de papaya a los 0 y 10 d de almacenamiento a 20 °C +

Cuadro 10. Sintomatologia, indice de severidad y porcentaje de infeccion de

C. gloeosporioides €N PAPAYA ........eue i 62

iNDICE DE FIGURAS

Figura. 1. Estructura quimica de quitosano y su produccion a partir de quitina
(tomado de Castafieda et al., 2011)......c.oiiiiiii e 17

Figura 2. Formula estructural de compuestos encontrados en aceites
esenciales (Tomado de Burd, 2004)..........coiriiiiiiiiii e, 23

Figura 3. Especies de citricos para extraccion de aceite esencial: A) C.

sinensis; B) C. reticulatay C) C. paradiSi................cccccoeeiiiiiiiiiiiiiinann.n. 27

Figura 4. Extraccién de aceite esencial de citricos por hidrodestilacion con

trampa ClEVENGET ... ... 28

Figura 5. Aislamiento en laboratorio de C. gloeosporioides in vitro a partir de

fruta de papaya con presencia de antracnosis..............cccvviiiiiiiiiiinenn.. 29

Figura 6. Conteo de esporas de C. gloeosporioides en camara Neubauer..31



Figura 7. Prueba de solubilidad de la pelicula por el método descrito por
Gontard ef @l. (1994)......oe 35

Figura 8. A) Medicion de color de la pelicula con colorimetro (HunterLab,
MiniScan XE PIUS, USA).......o e 35

Figura 9. Prueba de biodegradacion de peliculas con la metodologia descrita
por Pereda et al. (2014)........onmeneii e 36

Figura 10. Escala de maduracion de la fruta papaya Maradol descritos por
Santamaria et al. (2009D)..........coii i 37

Figura 11. Aplicaciéon manual de la emulsion formadora del recubrimiento en

la superficie de la papaya..........ccooiiiiiii 38
Figura 12. Area en la epidermis de la fruta para medicién de color........... 39

Figura 13. Aceites esenciales de: A)C. cinensis (Naranja), B) C. reticulata

(Mandarina) y C) C. paradisi (TOroNja).........ccuueeiriieeieiie i eieanenananans 42

Figura 14. A) Conidios del hongo C. gloeosporioides vistos al microscopio.

B) crecimiento del hongo C. gloeosporioides en medio PDA a los 7 dias...44

Figura 15. Pérdida de peso de frutas de papaya respecto al tiempo de

AlMACENAMIENTO. ...ttt 52

Figura 16. Variacién en los indicadores de color (hue y chroma) en papaya

con y sin recubrimiento a los 0 y 10 dias de almacenamiento ................. 56

Figura 17. Variacidon en los indicadores de color en papaya durante 10 d de
almacenamiento: A) Valores de hue; B) Valores de L*; C) valores de

CRIOMA . ... e e e e, 57

Figura 18. Respiracién en papaya durante el almacenamiento: A) Produccion
de CO2; B) Produccidnde etileno............ccooviiiiiiiiiiii e, 59

Figura 19. Firmeza en papaya al dia 10 de almacenamiento................... 61

Figura 20. Desprendimiento del recubrimiento biodegradable de la superficie

de papaya al dia 10 de almacenamiento a temperatura ambiente............ 63

Xl



RECUBRIMIENTO BIODEGRADABLE ANTIF UNGICO PARA LA
CONSERVACION POSCOSECHA DE PAPAYA (Carica papaya L.)

BIODEGRADABLE ANTIFUNGICAL COATING FOR POSTHARVEST
CONSERVATION OF PAPAYA (Carica papaya L.)

T. de J. Cornejo-Vivar! y R. Garcia-Mateos?.

RESUMEN

El uso de fungicidas quimicos y plasticos
sintéticos utilizados en el manejo
poscosecha de productos hortofruticolas
han tenido un impacto negativo en la salud
de consumidores y en el medio ambiente.
La papaya es una fruta climatérica
altamente perecedera, las principales
pérdidas poscosecha se deben al deterioro
causado por antracnosis. La actividad de
extractos vegetales en la inhibicion del
desarrollo de microorganismos ha
contribuido a la identificacion de
metabolitos secundarios como los aceites
esenciales con actividad antifungica. En el
presente trabajo se elabor6o un
recubrimiento biodegradable antifungico a
base de quitosano y adicionado con aceite
esencial de citricos y se evalu6 su efecto en
las propiedades fisico-quimicas de papaya.
Se preparé una solucion formadora del
recubrimiento con quitosano (1 % p/v),
glicerol (0.5 % v/v), acido acético (v/v),
aceite esencial de C. reticulata (0.5, 1y 1.5
%) y Tween® 80 (0.1 %). La solucion se
aplicd en la epidermis de las papayas y
éstas se almacenaron a temperatura
ambiente (24 °C £ 2) por 10 dias. Las
variables evaluadas en fruta fueron color,
pH, °Brix, firmeza, respiracion, peso y dafio
por antracnosis. Con los datos obtenidos se
realizd un analisis de varianza (ANOVA)
bajo un disefio completamente al azar y una
comparacion de medias Tukey (a<0.05).
Los tratamientos con recubrimiento
retardaron el cambio de coloracién de la
epidermis de la fruta y mantuvieron valores
de firmeza altos. Los °Brix, la pérdida de
peso y la tasa respiratoria de las frutas con
recubrimiento fueron significativamente
menores respecto al testigo. El dafio por
antracnosis disminuy6 en un 60 % en frutas
con recubrimiento.

Palabras clave: aceite esencial, citricos,
quitosano, antracnosis.
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2Director

ABSTRACT

The use of chemical fungicides and
synthetic plastics in postharvest
management of horticultural products has
had a negative impact on the health of
consumers and the environment. The
papaya is a highly perishable climacteric
fruit; the main postharvest losses are due to
deterioration caused by anthracnose. The
activity of plant extracts in inhibiting the
development of micro-organisms has
contributed to the identification of secondary
metabolites, such as the essential oils with
antifungal activity. In this work a
biodegradable antifungal coating based on
chitosan and supplemented with citrus
essential oil was developed and its effect on
the physico-chemical properties of papaya
was evaluated. The coating solution was
prepared with chitosan (1 % w/v), glycerol
(0.5 % v/v), acetic acid (v/v), essential oil
of C. reticulata (0.5 , 1 and 1.5 %) and
Tween® 80 (0.1 %). The solution was
applied in the epidermis of the papayas,
which were then stored at ambient
temperature (24 °C + 2) for 10 d. The
variables evaluated in fruit were color, pH,
°Brix, firmness, respiration, weight and
damage by anthracnose. With the data
obtained was an analysis of variance
(ANOVA) under a completely randomized
design and Tukey’s comparison of means
test (0<0.05) were performed. The
treatments with covering slowed the
discoloration of the skin of the fruit and
maintained high values of firmness. The
°Brix, weight loss and the respiratory rate
of the coated fruit were significantly lower
compared with the control. The anthracnose
damage decreased by 60 % in coated fruits.

Keywords: essential oils, citrus, chitosan,
anthracnose.
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1. INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas frescas son productos perecederos, y estan
propensos a sufrir pérdidas en su calidad durante la poscosecha. El
deterioro de estos productos se debe principalmente a su actividad bioldgica
(respiracion, transpiracién) y a la invasion de organismos vivos (insectos,
hongos, bacterias). Las pérdidas poscosecha ocurren en cualquier etapa del
proceso de mercadeo e implican un considerable dafio econémico para los
productores y comercializadores, por lo que el manejo poscosecha de los
productos agricolas, especialmente de los altamente perecederos, es de
gran importancia (lICA, 1986; FAO, 1987).

En la agricultura mundial los hongos fitopatdgenos son causantes de
enfermedades de pre y poscosecha de frutas y hortalizas, estos son
responsables de importantes pérdidas econdmicas. Se estima que la
magnitud de las pérdidas poscosecha en frutas y hortalizas frescas es de 5 a
25 % en paises desarrollados y de 20 a 50 % en paises en desarrollo (Kader
et al., 2011). Entre las enfermedades fungicas de mayor frecuencia que
afectan diversas frutas de importancia comercial, especificamente la papaya,
es la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides (Hernandez-
Albiter et al., 2005), causante de pérdidas del 20 a 100 % (Zavala-Leon et
al., 2005).

El uso de fungicidas quimicos para el control de hongos en productos
hortofruticolas se ha restringido debido a sus efectos negativos en humanos
y al ambiente (Tripathi y Dubey, 2004). Ademas, la aplicacion intensa de
productos sintéticos se ha generado resistencia en los microorganismos
patdégenos (Bautista-Bafos, 2005). Debido a lo anterior surge la necesidad
de buscar alternativas naturales que controlen las pudriciones y que no
afecten al ambiente y a la salud humana, entre las alternativas se destaca el

uso de recubrimientos biodegradables (Tripathi y Dubey, 2004).



Las peliculas y recubrimientos biodegradables antimicrobianos han innovado
el concepto de empaque y se han desarrollado para el control de
microorganismos y para aumentar la vida util del producto. Los materiales
para la elaboracién de empaques biodegradables son numerosos, entre los
que destacan los polimeros de origen natural como el quitosano
(Tharanathan, 2003). Por otro lado, la actividad de extractos vegetales en la
inhibicion del desarrollo de microorganismos ha contribuido a la identificacién
de metabolitos secundarios con actividad antifungica (Garcia et al., 2004).
Viuda et al. (2008) consideran que los aceites esenciales obtenidos de
citricos pueden ser una alternativa en la industria de alimentos, por la

actividad antifungica que presentan.

En el presente trabajo se elabord un recubrimiento biodegradable antifungico
a base de quitosano y adicionado con aceite esencial de citricos y se evalu6

su efecto en las propiedades fisico-quimicas en frutas de papaya.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Elaborar un recubrimiento biodegradable antifungico de quitosano y aceite
esencial de citricos para reducir los dahnos provocados por C.
gloeosporioides en frutas de papaya (Carica papaya L.) en poscosecha con

la finalidad de aumentar su vida de anaquel.
2.2 Objetivos particulares

Aislar, identificar, purificar y propagar cultivo monospérico de Colletotricum

gloeosporioides a partir de fruta de papaya infectada.

Extraer el aceite esencial del epicarpio de tres variedades de citricos (Citus
cinensis, Citrus. reticulata y Citrus paradisi) y evaluar in vitro su efecto en el

control de Colletotricum gloeosporioides.

Elaborar una pelicula de quitosano adicionada con aceite esencial de frutas

citricas y caracterizar sus propiedades fisicoquimicas.

Evaluar in vivo el efecto del recubrimiento biodegradable en frutas de papaya

(Carica papaya L.).
3. HIPOTESIS

El recubrimiento biodegradable antifungico elaborado de quitosano y aceite
esencial de frutas citricas reducira los danos causados por C.

gloeosporioides en papaya poscosecha y aumentara su vida de anaquel.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Pérdidas poscosecha por hongos fitopatégenos

4.1.1 Importancia de productos hortofruticolas y pérdidas poscosecha

por hongos fitopatégenos

Los productos hortofruticolas son alimentos basicos en la dieta humana,
pueden considerarse de alto valor nutritivo dada la cantidad de nutrientes
que aportan a la alimentacion humana en forma de proteinas, carbohidratos,
vitaminas y minerales, ademas contienen un alto porcentaje de agua, de 80
a 90 %. Actualmente, existe una tendencia mundial hacia un mayor consumo
de frutas y hortalizas debido principalmente por la preocupacion de una dieta
equilibrada, con menor proporcion de grasas y aceites y con mayor consumo
de fibra, vitaminas y minerales. Esto se fundamenta en parte, por la menor
necesidad caldrica de la vida moderna, caracterizada por un mayor confort y
sedimentarismo. El otro factor que determina esta tendencia es la mayor
conciencia de la importancia de la dieta en la salud y longevidad (FAO/WHO,
2003).

A escala mundial, dentro del sector agrario, el subsector de frutas y
hortalizas destaca por su importancia econémica y dinamismo. La
produccion hortofruticola se mantiene como una industria competitiva a nivel
mundial (Arcas y Ruiz, 1999). Sin embargo, los productos hortofruticolas
tienen el inconveniente de ser perecederos, bien por causas enddégenas
(reacciones enzimaticas) o bien por causas exogenas (agentes fisico-
quimicos), por lo que se que dispone de ellos en poscosecha durante

periodos cortos de tiempo (Pineda, 2011).

Segun la Organizacién de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura y la Organizaciéon Mundial de la Salud (2003), la contaminacion

de los alimentos con microorganismos patdgenos provoca gran porcentaje



pérdidas en la industria hortofruticola. El crecimiento microbiano en la
superficie de éstos productos es la principal causa de su deterioro (FAO/
WHO, 2003). Se ha reportado que durante el manejo poscosecha de los
productos hortofruticolas se pueden estimar pérdidas hasta del 40 % del
total cosechado, estas varian entre productos, areas de produccién y época
del afno. De las principales razones que generan estas pérdidas son la
aparicion y desarrollo de enfermedades causadas principalmente por hongos

de diversos géneros (Ramos-Garcia et al., 2010).

Generalmente, en el caso de los hongos, éstos no aparecen durante el
crecimiento de las plantas, en algunos casos permanecen en estado latente
hasta la maduracién del producto horticola y otros se adquieren durante la

cosecha, el transporte y/o el manejo del producto (Beverlya et al., 2008).

La necesidad de disponer de productos hortofruticolas frescos durante todo
el afio, ha llevado desde antiguo al agricultor a desarrollar una serie de
transformaciones o procesos para conseguir un mayor periodo de utilizacion
de éstos. El concepto de usar un recubrimiento activo comestible vy
biodegradable para inhibir el deterioro y la patogenicidad de los
microorganismos ha recibido un interés considerable en el ultimo tiempo
(Arcas y Ruiz, 1999).

4.1.2 Importancia de la papaya

La papaya (Carica papaya L.) pertenece a la familia de las caricaceas. Es un
fruto nativo de América y Centroamérica, crece en clima tropical y
subtropical. Las principales variedades que se cultivan son Maradol (que
ocupa la mayor superficie y volumen exportado), Hawaiana y la criolla.
Meéxico ocupa el sexto lugar como productor de papaya a nivel mundial y es
el principal exportador. La produccién en México fue aproximadamente de
300 mil ton, de la cual se exportaron 131391 ton, por un valor de 87 millones
de ddlares, ubicandose como el primer exportador mundial en el 2014. La
mayor parte de las exportaciones de papaya se destinan a los Estados
Unidos y Canada, mercados dominados casi por completo por la papaya
mexicana de la variedad Maradol (SAGARPA, 2015).



Las principales plantaciones de papaya en México estan ubicadas al
suroriente del pais. El estado que ocupa el primer lugar en produccién es
Veracruz con 2500 ha sembradas (29 % de la superficie sembrada) , seguido
de Colima con un 23 %, Michoacan 20 %, Chiapas 10 % (SAGARPA, 2015).

4.1.3 Pérdidas poscosecha en papaya

En los ultimos afos la superficie sembrada de papaya ha disminuido hasta
en 50 % debido a problemas fitopatolégicos en campo, pérdidas en
poscosecha y a su corta vida de anaquel (Osuna-Garcia et al., 2009). La
papaya es un producto climatérico perecedero con una corta vida de
anaquel, se cosecha en madurez fisiolégica para extender su periodo de
comercializacién. Esta madurez se identifica por un color amarillo-naranja en
1/4 de la superficie del fruto (Safudo et al., 2008). Los frutos de papaya
comienzan su maduracion con la aparicion de rayas longitudinales claras

que se tornan progresivamente amarillentas (Santamaria et al., 2009b).

El proceso de maduracion provoca perdida de peso, senescencia y deterioro
de los frutos (Osuna-Garcia et al., 2009). Su rapido deterioro es resultado de
su alto contenido de agua, de su alta tasa de respiracién y de su produccién
autocatalitica de etileno que se traduce en elevar la temperatura durante su
almacenamiento, provocando el reblandecimiento de su estructura y

cambios en color y sabor (Télles-Pichardo et al., 2013).

Por otra parte, los frutos de papaya presentan diversos problemas
fitosanitarios tales como plagas y enfermedades virales y fungosas de gran
importancia mundial. Dentro de estas ultimas se sefiala a la antracnosis una
de las principales enfermedades de los frutos de papaya en poscosecha
(Osuna-Garcia et al., 2009). Para mejorar o aumentar la vida util de papaya
poscosecha se han utilizado diversos tratamientos, tales como: tratamiento
con agua caliente, almacenamiento con atmdsferas controladas y/o
modificadas, irradiacion gamma, fungicidas quimicos, controladores
bioldgicos, y recientemente el uso de recubrimientos comestibles y/o
biodegradables (Télles-Pichardo et al., 2013).



4.1.4 Principal enfermedad de papaya en poscosecha

La antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides, es una de las
enfermedades que afecta a frutos de importancia comercial, sobre todo en
regiones con temperaturas y humedades relativas elevadas. Generalmente,
se presenta en todas las etapas fenoldgicas del cultivo, y causa pérdidas
considerables en la produccion y poscosecha de frutos tropicales entre ellos
la papaya. En México, la principal limitante fitopatolégica de la papaya es la
antracnosis, causando pérdidas de 40 a 100 %, cuyos sintomas son mancha

chocolate (café), pelado y pudriciéon basal del fruto (Acosta et al., 2001).

En México esta enfermedad se encuentra diseminada en entidades
federativas donde se producen frutas tropicales y subtropicales, con ataques

destructivos en la floracion y fructificacion (Aguilar-Alonso et al., 2013).

El hongo afecta hojas, ramas, inflorescencias y frutos, ocasionando severos
dafos que demeritan la calidad externa e interna de los frutos en cosecha y
poscosecha, lo que causa pérdida de valor comercial y menor rendimiento
por unidad de superficie. La enfermedad inicia con manchas pequenas y
redondas, tornandose acuosas y de color oscuro cuando estd en estado
avanzado. Ademas de provocar dano superficial, la lesion también penetra
en el fruto deteriorando la pulpa, provocando que los frutos se pudran

totalmente y se desprendan de la planta con facilidad (Suzuki et al., 2010) .
4.1.5 Proceso de infecciéon de Colletotrichum gloeosporioides

El hongo posee hifas septadas y produce apresorios clavados (Roca et al.,
2000) ovalados, con dimensiones de 4 a 12 pym de longitud (Rodriguez-
Loépez et al., 2013). Los conidios son hialinos, variables en tamafio, de forma
cilindrica y obtusos en el apice, con medidas de 6 a 25 um de largoy 4 a 6
Mm de ancho (Cano et al., 2004). En medio de agar simple el 98 % de los
conidios son uninucleados, incrementandose en medios liquidos a los
binucleados (Jeffries et al., 1990). ElI hongo puede infectar entre los 20 y 28
°C, pero su temperatura 6ptima de crecimiento es de 27 £ 1 °C en ambientes
con humedad relativa de 80 a 100 %. El pH éptimo de crecimiento del hongo
es de 5.5 a 7 (Beltran y Garcia, 2006; Rodriguez-Lépez et al., 2013).



Los conidios de C. gloeosporioides se producen dentro de acérvulos,
mismos que son la fuente principal de inoculé para el desarrollo y
diseminacion de la enfermedad, su dispersidon puede ser por aire o
salpicaduras de agua de lluvia entre estructuras infectadas y estructuras
sanas en la planta; al dispersarse los conidios se adhieren al hospedero por
medio de una capa mucilaginosa compuesta de polisacaridos y
glucoproteinas presente en el acérvulo, la cual se ha observado en el tubo
germinativo y el apresorio de C. gloeosporioides (Huerta-Palacios et al.,
2009; Rodriguez-Lopez et al., 2013).

Una vez que el conidio de C. gloeosporioides se encuentra en la superficie,
éste responde a las ceras epiculares del hospedante y al etileno,
coincidiendo con la maduracion del fruto; para tal efecto la senal del
hospedante es el incremento en la produccion de etileno en concentracion
internas cercanas a 0.2 uL L', requiriendo el contacto del conidio con la
superficie por un periodo de 2 h, necesarias para inducir la germinacion y
formacion del apresorio (Kim et al., 2000). En respuesta al etileno y la capa
cerosa de la superficie del fruto, los conidios al germinar producen un tubo
germinativo que se hincha en el apice para formar una estructura
denominada apresorio, el cual se adhiere firmemente a la superficie de la
planta (Rodriguez-Lopez et al., 2013). El apresorio corresponde a una
estructura plana, como un bulbo, que se forma cuando la hifa establece el
contacto con la superficie e incrementa su diametro, aumentando la zona de
unioén entre los dos organismos, lo cual permite que el patégeno se una con
mayor firmeza a la planta. El apresorio penetra al tejido del hospedero y a la

pared celular de la epidermis de manera directa (Cifuentes y Garcia, 2006).

La penetracion al fruto se inicia con la aparicion de la hifa de penetracion a
través de un poro que se encuentra en la base del apresorio y se introduce a
través de la cuticula de la pared celular de la planta. La penetracién de la
hifa en la cuticula y células epidérmicas del hospedero, involucra la fuerza
mecanica a través de la alta presién de turgencia asi como la accion
enzimatica mediante la secreciéon de “enzimas degradadoras de la pared

celular’. Se inicia la aparicién de lesiones necrotréficas en el hospedante



después de la inoculacién del hongo mediante puncién de la superficie del
fruto. Después de 48 h se desarrollan hifas secundarias necrotréficas que
degradan las paredes celulares cercanas al sitio de la infeccion (O connell et
al., 1996; Prusky et al., 2001; Wei et al., 2002).

La fase asintomatica de la antracnosis cursa a partir de las 48 a 72 h
después de la inoculacion. Una vez formado el apresorio se produce la
infeccion que permanece quiescente en las células epidérmicas de las
células de las frutas, hasta que maduran y se ablandan durante el

almacenamiento (Cifuentes y Garcia, 2006).
4.1.6 Métodos de control de Colletotrichum gloeosporioides

En diferentes cultivos, el manejo de esta enfermedad se ha fundamentado
en practicas de control cultural y uso de fungicidas quimicos como
mancozeb, clorothalonil, captan, propiconazol, procloraz, benomil,
thiabendazol y carbendazim. Sin embargo, el uso de algunas de estas
moléculas quimicas ha ocasionado el rechazo de fruta para exportacion en
mercados de Estados Unidos, Europa, Japdén entre otros, debido a los altos

contenidos de trazas encontrados en éstas (Gaviria-Hernandez et al., 2013).

Actualmente, se han explorado alternativas de control con productos a base
de biocontroladores y extractos vegetales, que generalmente poseen
compuestos biodegradables, de baja toxicidad y no son especificos en su
modo de accion, lo que implica baja probabilidad de desarrollo de resistencia
(Tripathi y Dubey, 2004). Reportes documentan el buen funcionamiento de
productos bioldgicos en el control de C. gloeosporioides, como por ejemplo
extractos ajo (Allium sativum L.), acuyo (Piper auritum HKB.), guayaba
(Psidium guajaba L.) y eucalipto blanco (Eucalyptus globulus Labill.)
redujeron el crecimiento micelial en 54.3, 48.8, 47.7 y 39 %, respectivamente
(Hernandez et al., 2007).



4.2 Recubrimientos biodegradables antimicrobianos: nueva tecnologia

en poscosecha
4.2.1 Contaminacién ambiental por empaques plasticos

El empaque de un alimento es aplicado para la conservacion del mismo,
tiene efecto sobre la conservacion, distribucion y mercadotecnia (Quintero et
al.,2010). Los plasticos son ampliamente usados como materiales para
empaque por sus extraordinarias propiedades fisicoquimicas y mecanicas.
Generalmente, son quimicamente inertes y bajo determinadas condiciones
son moldeables en diferentes formas y estructuras. Ademas de ser livianos,
los plasticos se fabrican a relativo bajo costo, proporcionan transparencia,
resistencia y excelentes propiedades de barrera. Diferentes plasticos son
utilizados en empaques para alimentos, siendo los mas utilizados polietileno
(PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), polivinilacetato (PVA) vy
poliamidas (PA) como es el caso del Nylon 6 (Sandhya, 2010). Sin embargo,
una vez que el alimento es consumido, el empaque se desecha y pasa a
formar parte de las grandes cantidades de basura que se acumulan dia a dia
en el planeta. La mayor parte de los materiales usados en la fabricacion de
empaques para alimentos son plasticos que provienen de una fuente no

renovable y no son biodegradables (Rubio-Anaya y Guerrero-Beltran, 2012).

En las ultimas décadas se ha realizado un niumero importante de estudios
relacionados con el desarrollo de materiales de empaque, peliculas y
recubrimientos, que puedan ser ingeridos junto con el alimento que protegen
(peliculas comestibles) o que puedan descomponerse en corto tiempo como
resultado de la acciébn de microorganismos y/o enzimas (peliculas

biodegradables) (Rubio-Anaya y Guerrero-Beltran, 2012).
4.2.2 Peliculas y recubrimientos biodegradables

Un empaque biodegradable esta definido por la American Society for Testing
and Materials (ASTM) como aquel que es capaz de descomponerse en
biéxido de carbono, metano, agua, compuestos inorganicos o biomasa,
siendo el mecanismo dominante de descomposicion la accion enzimatica de

los microorganismos y los productos resultantes pueden ser obtenidos y
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medidos en un periodo determinado de tiempo (ASTM, 2005). La
biodegradacion aerobia ocurre en presencia de oxigeno; los productos
resultantes de este proceso de degradacién son biomasas, didoxido de
carbono, agua y compuestos inorganicos. El grado de biodegradacion del
empaque va a depender de las condiciones ambientales tales como
temperatura, humedad, presion parcial del oxigeno, composicion de la flora

microbiana y pH del suelo (Kyrikou y Briassoulis, 2007).

Una pelicula o recubrimiento biodegradable se define como una capa fina de
material biodegradable que puede ser formada sobre un alimento como una
cobertura o preformada como una pelicula. Sus propiedades le permiten
controlar la migraciéon de humedad, oxigeno, diéxido de carbono, aromas y
lipidos, incluir en el sistema ingredientes alimentarios (antioxidantes,
antimicrobianos y sabores), y/o mejorar la integridad mecanica y de

manipulacion del alimento (Krotcha y De Mulder-Johnston, 1997).

Los materiales utilizados para la elaboracion de empaques biodegradables
pueden ser polimeros de origen natural (proteinas, lipidos, almidon,
quitosano, entre otros) (Tharanathan, 2003), entre ellos se encuentra el

polisacarido quitosano, del cual se obtiene de la quitina (Tang et al.,2012).
4.2.3 Peliculas y recubrimientos biodegradables activos

El concepto de envases activos empezo6 con el cambio en las funciones de
proteccion de alimentos al pasar de envases pasivos a activos. Los
materiales de los envases primarios eran considerados como pasivos,
refiriéndose a que su funcion se limitaba a la proteccion del alimento contra
el oxigeno y humedad a través de una barrera inerte, recientemente diversos
materiales han sido desarrollados para poder tener una serie de

interacciones con el producto (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo, 2011).

Los empaques activos estan directamente relacionados con el proceso de
conservacion. La definicion de activo incluye varios aspectos para lograr
extender la vida util del alimento, éstos pueden ser la modificacion de
procesos fisiologicos, como la respiracion de frutas y vegetales, procesos

quimicos como la oxidaciéon de lipidos, procesos fisicos como la

11



deshidratacion, e incluso microbiolégicos. Para cumplir con el proceso de
conservacion, generalmente los empaques activos contienen aditivos que
desempenan funciones especificas dentro del empaque con el objeto de
modificar los procesos ya enunciados. Estos aditivos pueden generar
sistemas adsorbentes o absorbentes para remover compuestos indeseables
en la atmdsfera del alimento, como podria ser el caso del oxigeno, etileno y
agua. También es posible generar en el empaque sistemas de liberacidon
controlada de compuestos que se requieren en la atmosfera del alimento,

como el caso de COz, antioxidantes y antimicrobianos (Sierra et al., 2011).

4.2.4 Peliculas y recubrimientos biodegradables activos con actividad

antimicrobiana

Una alternativa con potencial viable para la conservacion de frutas y
vegetales frescos son las peliculas y recubrimientos, que ademas de brindar
proteccion, sirven como vehiculos para incorporar aditivos especificos que
refuerzan su funcionalidad como antioxidantes, colorantes y antimicrobianos
(Cagri et al., 2004). Las peliculas y recubrimientos antimicrobianos han
innovado el concepto de empaque activo y se han desarrollado para reducir,
inhibir o detener el crecimiento de microorganismos sobre la superficie de los

alimentos (Appendini y Hotchkiss, 2002).

Las principales tareas que un empaque antimicrobiano debe cumplir son:
inocuidad de los alimentos, mantenimiento de la calidad y extension de la
vida de anaquel del producto. Los agentes antimicrobianos pueden ser
incorporados de manera directa en los materiales de envase en forma de
peliculas, recubrimientos, charolas y contenedores, o insertos en las bolsas

(Martinez-Tenorio y Lopez-Malo et al., 2011).

Los agentes antimicrobianos tienen diferente actividad y afectan a diferentes
microorganismos, es por ello, que se tienen que caracterizar los mecanismos
de accién de los agentes antimicrobianos y clasificarlos para cada tipo de
microorganismo. Ademas el mecanismo de accion antimicrobiano de los
agentes es muy importante para entender su eficacia, asi como sus

limitaciones. Algunos agentes antimicrobianos inhiben el metabolismo
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esencial, mientras que otros alteran la estructura de las paredes de las
células de los microorganismos (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo et al., 2011).
Entre los productos que se han incorporado a la formulacion de
recubrimientos con actividad antimicrobiana se encuentran los extractos
vegetales de hojas, de semillas, de cascaras, polisacaridos, acidos

organicos, entre otros (Hernandez-Ochoa et al., 2011).
4.2.5 Propiedades de recubrimientos

El uso de peliculas o recubrimientos en aplicaciones alimentarias y en
especial en productos altamente perecederos, como los de la cadena
hortofruticola, se basa en ciertas caracteristicas como costo, disponibilidad,
atributos funcionales, propiedades mecanicas (tensién y flexibilidad),
propiedades opticas (brillo y opacidad), su efecto barrera al flujo de gases,
resistencia al agua, a microorganismos y su aceptabilidad sensorial. Estas
caracteristicas son influenciadas por parametros como el tipo de material
implementado como matriz estructural (conformacién, masa molecular,
distribucion de cargas), las condiciones bajo las cuales se preforman las
peliculas (solvente, pH, concentracion de componentes, temperatura), y el
tipo y concentracion de los aditivos (plastificantes, antimicrobianos,

antioxidantes, emulsificantes) (Guilbert et al., 1996; Rojas-Grau et al., 2009).

El espesor de los recubrimientos es un parametro importante, ya que afecta
directamente las propiedades bioldgicas y la vida util de la fruta cubierta. La
eficacia del recubrimiento depende principalmente del control de la difusion
de los componentes del revestimiento, la cual se ve afectada por el espesor

de la pelicula (Rojas-Grau et al., 2009).
4.2.6 Formacion de recubrimientos

La primera etapa en la elaboracién de peliculas comestibles en la disolucion
del material (biopolimero) correctamente en algun disolvente como el agua,
alcohol, soluciones de acidos diluidos, o mezclas de disolventes; el material
debe quedar dispersado. En algunos casos, es necesario calentar o ajustar
el pH de la suspension que contiene el biopolimero con el fin de disolver la

macromolécula (Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013).
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La segunda etapa consiste en adicionar una sustancia con propiedades
plastificantes. Esta proporcionara al recubrimiento un buen comportamiento
mecanico en términos de flexibilidad y resistencia a la rotura, reduciendo la
fragilidad. Una vez dispersados los biopolimeros y adicionado el
plastificante, es posible afadir otras sustancias como antimicrobianos,
antioxidantes a la solucion formadora de pelicula, con el fin de conferir
alguna propiedad funcional deseada (Abdollahi et al., 2012; Vazquez-Briones

y Guerrero-Beltran, 2013).

La tercera etapa consiste en la eliminacién del disolvente en exceso, por lo
cual se debe realizar un proceso de secado controlado. La velocidad de
secado y las condiciones ambientales determinaran el espesor final y las
caracteristicas estructurales del recubrimiento (Campos et al., 2011;

Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013).
4.2.7 Métodos de aplicacién de recubrimientos en el fruto

Para las frutas con superficies irregulares, el método mas adecuado es el de
inmersion, debido a que se requiere un recubrimiento uniforme. La fruta
debe ser lavada y secada previamente, luego se sumerge directamente en la
emulsion formadora del recubrimiento, posteriormente se deja drenar el
material sobrante y se procede al secado, éste método es frecuentemente
aplicado en recubrimientos comestibles con cera en frutas enteras,
garantizando un impregnado completo para formar una pelicula
membranosa delgada sobre la superficie de la fruta. En frutas con
superficies lisas y uniformes, el método mas utilizado es el de aspersién, ya
que se obtienen recubrimientos mas delgados y uniformes que los obtenidos
por inmersién. La solucion se aplica presurizada, mediante la regulacién de
la presién, para conseguir diferentes tamafios de gota. La aplicacion del
recubrimiento se realiza con aspersores de alta presion que permiten
emplear menos material de recubrimiento. Otros métodos son la aplicacion
mecanica o manual con brochas (Baldwin et al., 1997; Djioua et al., 2010;

Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013)
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4.2.8 Componentes de los recubrimientos biodegradables antimicrobianos
4.2.8.1 Biopolimeros

Las soluciones formadoras de recubrimientos pueden incluir polisacaridos,
compuestos de naturaleza proteica, lipidica o una mezcla de los mismos
para aprovechar las propiedades de cada compuesto y la sinergia entre
ellos. Los polisacaridos son capaces de constituir una matriz estructural
permitiendo obtener recubrimientos comestibles transparentes vy
homogéneos, sin embargo estan limitados por su solubilidad en agua.
Actualmente, han sido utilizados los derivados de celulosa (metilcelulosa,
hidroximetilcelulosa, hidropropinilmetilceululosa y carboximetilcelulosa),
pectinas, derivados de almidon, alginatos, cartaginesa, gomas vy

recientemente quitosano (Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013).
4.2.8.2 Quitina fuente de quitosano

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en el
reino animal como en el vegetal. Es el segundo polimero natural mas
abundante solamente superado por la celulosa (Rubio-Anaya y Guerrero-
Beltran, 2012; Valenzuela y Arias; 2012). Su gran distribucién se debe a que
es el principal componente estructural del exoesqueleto de los crustaceos
(cangrejo, camardn, langosta, calamar y camarén) y de la cuticula de
insectos, también se encuentra en las algas, diademas marinas, y en la
superficie estructural de hongos. Su produccion industrial se basa
principalmente en el tratamiento de los caparazones de crustaceos como
camarones, langostas y cangrejos, los cuales se obtienen como desecho de
las plantas procesadoras de estas especies (Rubio-Anaya y Guerrero-
Beltran, 2012).

Los caparazones de los crustaceos contienen gran cantidad de proteinas y
de carbonato de calcio, estos compuestos envuelven a las microfibrillas de
quitina (Kumar, 2000). El tratamiento de los caparazones de crustaceos,
consiste principalmente en la eliminaciéon de proteinas por una
“desproteinizacion”, que se realiza con una solucion alcalina caliente al 10

%, por lo general, de hidroxido de sodio o potasio; acompafado por una
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eliminacién de minerales o “desmineralizacion” con lo que se elimina el
carbonato de calcio, esto se lleva a cabo con acidos diluidos (Castafeda et
al., 2011).

Estructuralmente la quitina es un homopolimero, insoluble en solucion
acuosa, que presenta una estructura lineal compuesta de unidades
repetitivas de formado por unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa
(GIcNAc, N- acetil glucosamina), unidas por enlaces glicosidicos del tipo B-
(1-4). La estructura de la quitina esta altamente relacionada con la estructura
de la celulosa, ya que esta presenta en la posicion C-2 un grupo hidroxilo (-
OH) mientras que la quitina presenta un grupo acetamida (-NHCOCH:3) en el
mismo carbono. Cuando la quitina es desacetilada se produce el quitosano,
la cual al igual que la forma aceitada presenta multiples aplicaciones
(Castarieda et al., 2011).

4.2.8.2.1 Quitosano

Debido a la estructura de este polimero, es posible formar peliculas
resistentes, flexibles y transparentes. El quitosano posee propiedades
Unicas, presenta una baja toxicidad, con un DLsy = 16 ml-kg', valor que sitta
al quitosano en un nivel similar al azucar y lo hace menos toxico que la sal
(Romanazzi et al., 2002). Este polisacarido, naturalmente no toxico vy
biodegradable, ha sido ampliamente utilizado en la preparacion de peliculas
y recubrimientos antimicrobianos debido a su propiedad de inhibir o retrasar
el crecimiento de hongos y de numerosas bacterias patdogenas en la
superficie del producto, extendiendo asi su vida util (Pereda et al., 2014). Las
peliculas de quitosano son bioadherentes (Henriksen et al., 1996), altamente
biocompatibles (Raafat y Sahl, 2009), transparentes e incoloras (Wiles et al.,
2000; Park et al., 2002), lo que facilita su aplicacién en la superficie de los

alimentos.

El quitosano que se obtiene a partir de la quitina mediante un proceso de
desacetilacion quimica o enzimatica de la quitina. Es un polisacarido lineal
que consta de unidades repetitivas de [((1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glucosa

(cuando esta completamente desacetilado) (Rubio-Anaya y Guerrero-Beltral,
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2012) (Figura 1). La quitina se trata con solucién alcalina concentrada (40 -
45 % de hidréxido de sodio) y temperatura de 120 °C/1-3 h (Kumar, 2000)
Esta N-desacetilacion casi nunca es completa y el quitosano es considerado
como un derivado de la quitina parcialmente N-desacetilado. Resultado de lo
anterior, es una clara distincion entre la quitina y quitosano proporcionada

precisamente por el grado de N-desacetilacion (Castafieda et al., 2011).

HO HNCOCH, CH,OH HO HNCOCH,
QUITINA
Desacetilaciéon Alcali
CH,COOH NaOH caliente
HOCH, i CH,OH
o o
HO (o] o O}
o n
H NH, CH,OH H NH,
QUITOSANA

Figura. 1. Estructura quimica de quitosano y su produccién a partir de quitina
(tomado de Castarieda et al., 2011).

La reaccion de desacetilacion, es decir, la pérdida del grupo acetilo del grupo
amida del carbono 2, da lugar a un grupo amino en esa posicion, y cuando la
desacetilacion del material de partida es incompleta se obtiene una mezcla
de cadenas que contienen residuos de unidades GIcNAc y 2-amino-2-
desoxi-B-D-glucopiranosa (GIcN) unidos por enlaces glucosidicos B (1—4),
cuya relacion depende de las condiciones de reaccidn y que genera
quitosanos con distintas propiedades estructurales, fisicas, quimicas, y

funcionales (Majeti y Kumar, 2000).
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La fuente y el método de obtencion determinan la composicién del
quitosano, su grado de desacetilacion y el peso molecular, son parametros
para la caracterizacion de este polimero, ya que influyen sobre sus

propiedades fisicoquimicas, biolégicas y funcionalidad (Rhazi et al., 2004).
4.2.8.2.2 Actividad antifungica del quitosano

Los recubrimientos con quitosano forman una cubierta en la superficie de los
frutos que actua como una barrera mecanica para proteger al fruto de
infecciones causadas por hongos, ayudando a disminuir las enfermedades
causadas durante el almacenamiento. Su actividad fungicida ha sido
reportada en varios estudios (Rivero, 2009; Alvarado, 2011; Cruafies, 2011;
Rico, 2012), inhibiendo el crecimiento de los hongos causantes de
enfermedades poscosecha, manifestandose esta inhibicién en el crecimiento
micelial y/o esporulacion. Se ha mencionado que el efecto fungicida del
quitosano esta en funcién de la concentracion utilizada, el peso molecular y

grado de desacetilacién del mismo (Ramos-Garcia et al., 2010).

En algunos hongos, el quitosano puede producir alteraciones en las
funciones de la membrana, mediante su fuerte interaccién con la carga
electronegativa de su superficie, guiando cambios en la permeabilidad,

disturbios metabdlicos y eventualmente la muerte (Fang et al., 1994).

El quitosano se adhiere a la membrana plasmatica de los hongos gracias a
las interacciones electrostaticas entre las cargas positivas del quitosano y a
las cargas negativas de los fosfolipidos formadores de membrana (Ghaout y
Arul, 1992), una vez adherido a la membrana, causa una filtracion a través
de ella hasta llegar al citosol; el quitosano utiliza energia para atravesar la
membrana, sin embargo, este proceso no involucra al proceso de
endocitosis. Los hongos normalmente mantienen en su citosol niveles muy
bajos de ca”, gracias a la barrera que forma la membrana plasmatica, la
cual posee reguladores herméticos que impiden el paso libre de gradientes
de Ca”, este proceso también se involucra al mecanismo homeostatico,
donde dentro del citosol se regula la concentracion de Ca’’, enviando fuera

- 2+ .
de la célula al exceso de Ca", o los almacena en organelos de la propia
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célula. Por lo tanto, a al introducirse el quitosano al interior del citosol se
transforma drasticamente el mecanismo homeostatico, ya que al formar
canales en la membrana permite el paso libre de gradientes de ca”,
ocasionando una inestabilidad en la célula y su muerte. Sin embargo, no
todos los hongos presentan la misma sensibilidad al quitosano y esto puede
ser debido a la composicién de fosfolipidos de membrana y particularmente

a la naturaleza de sus cargas (cargas neutras) (Palma-Guerrero et al., 2010).
4.2.8.2.3 Grado de desacetilacion del quitosano

El grado de desacetilacion es una de las propiedades mas importantes en la
caracterizaciéon del quitosano, pues dependiendo de su valor el polimero

tendra diferentes aplicaciones (Cocoletzi et al., 2009).

El grado de desacetilacion se define como el contenido en grupos aminos (%
NH2) presentes en la cadena polimérica. Existen numerosos métodos para
determinar el grado de desacetilaciéon del quitosano basados en diversas
técnicas. Entre estas técnicas destacan la espectroscopia de infrarrojo (IR),
la espectroscopia de UV, La espectroscopia de RMN, la potenciometria y la

conductimetria (Garcia y Roca, 2008).
4.2.8.3 Plastificantes

Los plastificantes son liquidos hidrofilicos de bajo peso molecular que
reducen la interaccion entre las cadenas. La plastificacion resulta de la
capacidad de las moléculas del plastificante hidrofilico de compartir puentes
de hidrégeno con la red polimérica (Mangavel et al., 2003). El plastificante se
asocia fisicoquimicamente con la estructura del biopolimero reduciendo la
cohesion e interfiriendo con la asociacion de las cadenas poliméricas
facilitando su deslizamiento por lo que aumenta la flexibilidad del
recubrimiento (Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013). El resultado es
un aumento del volumen libre y de la movilidad de las cadenas de polimero,
lo que por otro lado reduce la temperatura de transicion vitrea del material y
lleva a obtener peliculas mas flexibles aunque con menor resistencia

mecanica (Pereda et al., 2014).
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Entre los plastificantes utilizados se encuentran los alcoholes polifuncionales,
como el polietilenglicol, glicerol y sorbitol (Sothornvit y Krochta, 2000; Irissin-
Mangata, 2001; Pommet, 2003; Pereda et al., 2008). EI glicerol es uno de
los mas utilizados debido a su mayor estabilidad y compatibilidad con las
cadenas biopoliméricas hidréfilas en comparacion con el sorbitol,

polietilenglicol y azucares.

Las peliculas obtenidas a partir de quitosano resultan muy fragiles, esto
ocurre por las fuertes interacciones entre las cadenas moleculares de
quitosano (puentes hidrogeno, fuerzas electrostaticas, interacciones
hidrofébicas y puentes disulfuro, en el caso de las proteinas) (Gennadios,
2002). La técnica habitual para mejorar la flexibilidad y extensibilidad de las

peliculas es agregar un plastificante.
8.2.8.4 Aditivos

Los recubrimientos se pueden utilizar como vehiculo de aditivos, los cuales
pueden proporcionar al producto vegetal funciones mas especificas como
actividad antimicrobiana, para evitar o reducir el crecimiento de
microorganismos en su superficie (Valencia et al., 2005). Sin embargo, se ha
observado que se requiere de aplicaciones pequefas para que sus atributos

de calidad no se vean afectados (Min y Krochta, 2005).

Entre los aditivos que se afiaden a los recubrimientos se encuentran los
colorantes, aromas, vitaminas, minerales, antioxidantes, probidticos,
antimicrobianos (Quintero et al., 2010). Dentro de los agentes antimicrobianos
incorporados a los recubrimientos vegetales pueden considerarse a los

aceites esenciales (Valencia et al., 2005).
4.2.8.5 Aceites esenciales: aditivos antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos pueden ser compuestos sintéticos (agregados
intencionadamente a los alimentos) o de origen natural. Entre las alternativas
naturales se encuentran los aceites esenciales, los cuales presentan
principios activos quimicos como hidrocarburos terpénicos, aldehidos,

acidos, alcoholes, fenoles, ésteres, cetonas, entre otros. Algunos aceites

20



esenciales son reconocidos por su actividad antimicrobiana, y recientemente
se propone incorporarlos en los empaques para alimentos (Hernandez-
Ochoa et al., 2011).

Los aceites esenciales son producto del metabolismo secundario de las
plantas, estan constituidos por compuestos volatiles (generalmente
destilables por arrastre con vapor) que son responsables de los olores
(Alzamora et al., 2001). Son liquidos oleosos, aromaticos y volatiles
constituidos por una mezcla compleja de hasta mas de 100 componentes de
bajo peso molecular principalmente terpenos y alcoholes fendlicos (Alzate et
al., 2009; Alvarado et al., 2011).

En particular, el epicarpio de los citricos es una fuente importante de aceites
esenciales. El género Citrus pertenece a la familia de las Rutaceas, en la
que se incluyen al cual pertenecen la naranja comun (Citrus sinensis), la
naranja china (Citrus japonica), la naranja amarga (Citrus aurantium), la
mandarina (Citrus reticulata), el limén (Citrus limon), el pomelo (Citrus
paradisi), la lima (Citrus aurantifolia) o la toronja (Citrus medica) (Weiss,
1997).

El aceite esencial en citricos se encuentra en sacos de forma ovalada en el
flavedo o en la porcidén anaranjada de la cascara y actia como una barrera
téxica natural para muchos microorganismos e insectos. La recuperacion del
aceite se efectua por varios métodos como presion en frio de la cascara,
hidrodestilacién, destilacion con vapor, hidrodestilacion asistida por

microondas, fluidos supercriticos (COz2), entre otros (Navarrete et al., 2010).

La calidad del aceite depende de factores que influyen sobre la composicion
como las condiciones geobotanicas del medio (clima, altitud, tipo de suelo,
cantidad de lluvias, etc.), edad de la planta y estado fenolégico, método de
cultivo (uso de fertilizantes, abono, pesticidas, otros quimicos, etc.), época
de recoleccién, modo de manejo y almacenamiento del material vegetal
(fresco, seco, fermentado, etc.) y método de obtencion del aceite (Cerdn-

Salazar y Cardona-Alzate, 2011).
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4.2.8.5.1 Actividad antifungica de aceites esenciales

Los aceites esenciales han demostrado poseer caracteristicas insecticidas,
antioxidantes, antibacteriano, antifungico y antiviral (Burt, 2004; Borboa-
Flores et al., 2010), quiza es la fraccion quimica de la planta de mayor
actividad inhibitoria para el crecimiento y la supervivencia de organismos
(Draughon, 2004). Aunque el mecanismo por el cual actuan no esta
totalmente entendido, puede involucrarse en éste la destruccion de la
membrana microbiana por los constituyentes lipofilicos que poseen y
estudios recientes reportan otros efectos como cambios en la morfologia del
hongo que incluyen danos sobre estructuras como conidias, macroconidias e
hifas, asi como la disminucion en la produccion de micotoxinas (Alzate et al.,
2009).

La actividad antibacteriana de aceites esenciales depende de diversos
factores como la temporada de cosecha, la fuente geogréfica, el método de
extraccion, el indice de madurez de la fruta, la variedad, la estructura
quimica de los componentes del aceite y su concentracion, el tiempo y las
condiciones en que se encuentre almacenado el aceite esencial, etc. (Burd,
2004; Consentino et al., 1999).

Burd (2004) reporta que compuestos fendlicos son principalmente los
responsables de las propiedades antibacterianas de los aceites esenciales.
Sin embargo, debido a una numerosa cantidad de compuestos encontrados
en los aceites esenciales, su actividad antimicrobiana sea debido al producto
de la sinergia entre sus componentes. Entre los compuestos encontrados en
los aceites esenciales de citricos se encuentra el limoneno, a y b-pineno,

linalol, caracol (Figura 2).
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Figura 2. Formula estructural de compuestos encontrados en aceites

esenciales (Tomado de Burd, 2004).

4.3. Uso de residuos agroindustriales para la elaboraciéon de

recubrimientos biodegradables
4.3.1 Residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales son materiales en estado solido o liquido que
se generan a partir del consumo directo de productos primarios o0 de su
industrializacion, y que ya no son de utilidad para el proceso que los genero,
pero que son susceptibles de aprovechamiento o transformacion para

generar otro producto con valor econémico, de interés comercial y/o social.
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Existe una diferencia conceptual entre los términos: subproductos, residuos
y desechos. Un “subproducto” es un producto secundario util,
comercializable y por lo tanto con valor agregado, que resulta de un proceso
industrial. El término “residuos”, se aplica a aquellos que pueden tener o no
un valor comercial, porque son poco comunes 0 porque se generan en bajas
cantidades, algunos de sus constituyentes aun en baja proporcion, le pueden
conferir algun interés para su utilizacion. El término “desecho” esta referido a
aquellos materiales que no tienen algun valor comercial, ni poseen atributos
de interés para ser utilizados en algun proceso, por lo que se consideran

como basura (Saval, 2012).

El problema de los residuos agroindustriales es que no existe una clara
conciencia ambiental para su manejo (Saval, 2012), representando uno de
los problemas mas preocupantes actualmente debido a que su acumulacion
en gran escala en el planeta se hace cada vez menos sostenible. Sin
embargo, muchos de éstos residuos son de origen natural, para los cuales
se ha desarrollado una amplia gama de procesos para su transformacion en

materiales con valor comercial (Escalante et al., 2012).
4.3.2 Residuos de citricos

La agroindustria citricola en México genera un gran volumen de residuos
sélidos (cascara), resultado de la obtencion de jugos, que generalmente, se
envian a tiraderos a suelo abierto, por lo que genera un problema serio de

contaminacioén (Chavez y Aguilar, 2012).

México se ubica como el quinto productor de citricos en el mundo. La
citricultura es una actividad de gran importancia dentro de la fruticultura
nacional y se destina aproximadamente medio millon de hectareas para este
propésito, las cuales se distribuyen en 23 estados con clima tropical y sub-
tropical de la republica. Los estados de mayor importancia en produccion
son Veracruz (226, 740.72 ha), San Luis Potosi (47, 743.5 ha), Tamaulipas
(41, 746.63 ha), Michoacan (41, 283.97 ha), Nuevo Ledn (30, 759.4 ha),
Puebla (25, 959.5 ha) y Colima (21, 614 ha). Se estima que esta actividad
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genera mas de 6 millones de ton de frutos citricos, con un valor superior a
los 8 mil 50 millones de pesos (ASERCA, 2010).

México al pertenecer al grupo de los paises productores lideres en cuanto al
cultivo de citricos, y teniendo en cuenta que una gran parte de su produccién
se destina a consumo interno, lo convierte en un generador importante de
desechos sodlidos de citricos (por ejemplo, de cascara), ya que se ha
reportado que del 50 % e incluso 60 % del fruto corresponde solo a la

cascara (Rojas et al., 2009).

Los residuos generados durante el procesado de citricos estan constituidos
por flavelos, alvedos, segmentos de membrana y semillas, que tienen
potencialidad como material de partida para la elaboracion de productos

comerciales importantes; entre ellos son destacables los aceites esenciales.
4.3.3 Residuos de productos que contienen quitosano

La industria procesadora de mariscos (camardn, cangrejos, etc.), es
altamente generadora de desechos soélidos debido a que del 75 al 85 % del
peso vivo de estos son desechos (conchas, cabezas y patas) que
contaminan el medio ambiente. Existen alternativas tecnoldgicas para el
aprovechamiento de estos desechos y su conversidon en productos de
utilidad como lo son la quitina y el quitosano. Los residuos del procesado del
marisco contienen en general un 14-35 % de quitina asociada con proteinas
(30-40 %), lipidos, pigmentos y depdsitos de calcio (30-50 %), estimandose
por tanto una produccion mundial anual de quitina en los residuos de unas
120.000 toneladas (Marmol et al., 2011).

En México la industria camaronicola puede generar hasta 60 mil toneladas
de desechos anualmente (Lopez-Mata et al., 2011), ocasionando problemas
medioambientales, sin embargo se ha documentado que estos residuos,
pueden ser utilizados para la recuperacion de componentes de alto valor

comercial como pigmentos, proteinas y quitina (Cira et al., 2002).

Actualmente, la quitina se obtiene principalmente del exoesqueleto de

crustaceos industrialmente procesados, tales como langosta, cangrejo y
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camaron. El uso creciente de la quitina, asi como de sus derivados, ha sido
motivado al hecho de que ademas de constituir la mayor fuente de
contaminacioén en las zonas costeras (Valenzuela y Arias, 2012), se obtiene
quitosano principalmente de los subproductos de las industrias pesqueras,
fuente naturalmente renovable, no tdéxica y no alergénica, ademas

antimicrobiana y biodegradable (Pillai et al., 2009).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Extraccion de aceite esencial

Se realizé una colecta de frutas citricas en Tuxpan, Veracruz, con el apoyo
de la Asociacién Agricola Local de Productores de Citricos del Municipio de
Tuxpan, se eligieron tres especies de citricos Citrus sinensis, Citrus
reticulata y Citrus paradisi (naranja, mandarina y toronja respectivamente,
(Figura 3), las frutas se seleccionaron sin dafos fisicos y/o presencia de

enfermedades.

Figura 3. Especies de citricos para extraccion de aceite esencial: A) C.

sinensis; B) C. reticulata'y C) C. paradisi.

El material se trasladd en cajas de plastico con aislamiento térmico a
temperatura de 5 °C a la Universidad Autonoma Chapingo. Posteriormente,
las frutas fueron sometidas a dos lavados, el primero con agua destilada
estéril y el segundo con solucién acosa de hipoclorito de sodio al 1 %
(NaClIO, comercial) durante 5 min. Inmediatamente se realizé un mondado
manual de la corteza del fruto (flavedo). Una vez obtenida la cascara (11.35
% para C. sinensis, 24.98 % C. reticulata y 11.56 % para C. paradisi, se
sometio a la extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor durante 4 h
en una trampa Clevenger (PYREX®. Distil APP, volatile oil, light. Water 29/42
JT) segun lo establecido en la norma ISO 65-71:84 (ISO, 1984) (Figura 4).
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Figura 4. Extraccidon de aceite esencial de citricos por hidrodestilacién con

trampa Clevenger.

El aceite esencial obtenido (0.07 % de C. cinensis, 0.15 % de C. reticulada y
0.03 % de C. paradisi) se sec6 mediante la adicion de sulfato de sodio
anhidro aproximadamente 3 g por cada 10 mL de aceite esencial, el tiempo
de contacto con agitacion permanente entre el aceite esencial y el sulfato de
sodio anhidro fue aproximadamente 15 a 20 min (Ceréon-Salazar y Cardona-
Alzate, 2010). Finalmente, el aceite esencial se filtré6 para separar las
particulas de sulfato de sodio hidratadas. El aceite esencial se recuper6 en
un vial de vidrio color ambar de 3 mL y se sell6 herméticamente con una

tapa de plastico, conservandose en refrigeracién a 4 °C.

Para determinar el porcentaje de rendimiento (% R) se tomd en cuenta el
volumen de aceite esencial extraido hasta agotamiento de la muestra, y se

calculd la cantidad de muestra vegetal inicial de acuerdo a la férmula:

% R = mL de aceite esencial extraido X 100
g de muestra vegetal inicial
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5.2 Evaluacion in vitro de los aceites esenciales
5.2.1 Aislamiento de Colleotrichum gloeosporioides

Se adquirieron frutas de papaya (C. papaya var. Maradol) en un mercado
local en el municipio de Texcoco, Estado de México, se seleccioné la fruta
que presentd sintomas de antracnosis (circulos concéntricos y mancha

chocolate) (Figura 5) de acuerdo a lo descrito por Acosta et al. (2001).

El aislamiento del hongo se llevo a cabo en el laboratorio del Departamento
de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo, se siguio la
metodologia descrita por Pérez et al. (2003) con modificaciones. A partir de
fragmentos de tejidos de la fruta de papaya con presencia de lesion por C.
gloeosporioides, se realizaron cortes de aproximadamente 5 mm. Las
fracciones fueron sumergidas en una solucién acuosa de hipoclorito de sodio
al 1.5 % durante 1 min. Posteriormente, éstas fueron lavadas tres veces con
agua destilada esterilizada y secadas con papel esterilizado (Figura 5). Cada
uno de los fragmentos de tejido de la fruta fueron sembrados en medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA, BD Bioxon®) para su crecimiento,
incubandolos a una temperatura de 28 °C durante 3 dias (Acosta et al.,
2001; Pérez et al., 2003).

Figura 5. Aislamiento en laboratorio de C. gloeosporioides in vitro a partir de

fruta de papaya con presencia de antracnosis.
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Para multiplicar el hongo, se cortaron fracciones de aproximadamente 5 mm
de la placa de agar con micelio previamente incubado. Cada fraccion de
agar se colocd en una nueva caja Petri con medio PDA y se incubaron
durante 8 d a 28 °C. Se tomd una muestra pequena del hongo de una de las
cajas Petri con la cepa, se coloco sobre un porta objetos y se observé al
microscopio (Olympus CX3l), comparando la forma de micelios y de conidios
con los reportados en la literatura (Barnett et al., 1998), una vez identificado

el hongo se procedié a purificar la cepa.

Posteriormente, se realizaron cultivos monospéricos con la finalidad de
obtener el inéculo puro, para lo cual se siguid la técnica de dilucién
(CORPOICA, 2001). Se vertié agua destilada en una caja Petri que contenia
la cepa de C. gloeosporioides y se realizé un raspado moderado para
desprender los conidios del medio; se tomé 1 mL del agua destilada
contenida en la caja Petri y se diluyé en un tubo de ensayo con 9 mL de
agua destilada. Se realizaron 9 diluciones en total. Posteriormente, se tomo
1 mL de la ultima dilucion y se sembré en cajas Petri con PDA mediante el
método de extension en placa. Se dejo en incubacién a 28 °C por 3 d y se
realizd una resiembra de la primera colonia que comenz6é a crecer.
Finalmente se volvid a realizar una resiembra de la cepa para su

multiplicacion y posterior uso en el bioensayo.
5.3 Ensayos biolégicos

Se siguid la metodologia de Kirby-Bauer modificada (Bauer et al., 1966). Se
vertieron 10 mL de agua destilada en una caja Petri con la cepa de C.
gloeosporioides y se realizd un raspado moderado del hongo para
desprender los conidios del medio. Se realizd un conteo directo de esporas
en la camara Neubauer para determinar la concentracion de esporas por mL

que fueron utilizadas para las pruebas posteriores (Figura 6).
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Figura. 6. Conteo de conidios de C. gloeosporioides en camara Neubauer.

Posteriormente, se sembraron 100 pyL de la suspension de conidios de la
cepa fitopatdbgena en las cajas Petri con medio PDA y se extendio
homogéneamente en la superficie. Se utilizaron circulos de papel filtro
esterilizados (filtro de membrana de 0.45 pL Whatman) de 6 mm de diametro
y se anadieron 15 uL de aceite esencial, se utilizé agua destilada para los
testigos, y un fungicida quimico (Amistar®) en el control positivo. Se
colocaron cuatro circulos equidistantes por tratamiento en cada una de las
cajas, cada caja represento un tratamiento. Se realizaron cuatro repeticiones
por cada tratamiento, en total fueron cinco tratamientos (tres aceites

esenciales, un control negativo y un control positivo).

Finalmente, las cajas Petri se incubaron a 28 °C durante 7 dias (Avello et al.,
2012). Posterior al periodo de incubacion, se midieron los halos de inhibicidén
del crecimiento (mm) utilizando un pie de rey (Vernier®), para lo cual se
promediaron dos diametros perpendiculares de cada uno de los discos. Se
determiné el efecto de los aceites esenciales segun la escala de Duraffourd:
nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm; sensibilidad limite (sensible +) de 9 a
14 mm; media (muy sensible ++) de 15 a 19 mm y sumamente sensible (++
+) si fue igual o superior a 20 mm (Alzamora et al., 2001). El porcentaje de
inhibicion se calculé con la férmula: % I= (Area de crecimiento tratamiento/
Area de testigo) * 100. La efectividad biolégica de los productos se calculd
con la formula de Abbott (1925): ET= [(IT - it) / IT] * 100, donde: ET=
Efectividad del tratamiento, IT= porcentaje de infeccién en el testigo, it=

porcentaje de infeccion en cada tratamiento.
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5.4 Elaboracién de la pelicula biodegradable
5.4.1 Obtencion de materiales del recubrimiento

El aceite esencial que presentdé mayor actividad antifungica fue el de C.
reticulata y se eligio para la elaboracién del recubrimiento. El quitosano
utilizado para la elaboracién de las peliculas fue proporcionado por el Centro
de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo (CIAD, Sonora, México) con

caracteristicas especificadas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Especificaciones de quitosano utilizado para la elaboraciéon

de los recubrimientos biodegradables.

Parametros Proporcion
Materia seca >94.5%
Contenido mineral 0.25 % + 0.02
Grado de desacetilacion 18.2% £ 2.9
Peso molecular 127x10% g mol-’
Solubilidad >99.9 %
Tamano de particula 0.4 mm < ~ 50 % masa <1 mm
Apariencia Particulas amarillo claro
Sabor y olor Insipido e inodoro
Fuente Caparazon de Jaiba (Callinectes sp)

5.4.2 Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano

El grado de desacetilacion del quitosano se determiné por el método
potenciométrico de titulacion (Yuan et al.,, 2011). Se pesaron 0.25 g de
quitosano y se deposité en un matraz erlenmeyer de 125 mL, se agregaron
10 mL de acido clorhidrico (HCI) 0.3 M y la mezcla se agit6é hasta disolver. La
muestra se titulé utilizando como titulante hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 Ny
se midid el cambio de pH por cada mL de afiadido NaOH hasta un volumen
igual a 50 mL. Se realizé una grafica de pH vs mL de NaOH, y se calculé la

diferencia entre los puntos de inflexién de la grafica.
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El porcentaje de desacetilacién se determind mediante la ecuacion:

% NH2=16.1(y-x)*f

w

Donde:

y: punto de inflexion mayor en la grafica de la primera derivada
x: punto de inflexién menor en la grafica de la primera derivada
f: Normalidad de la solucién de NaOH

w: peso en gramos de la muestra

16.1: factor cuyo valor esta relacionado con el peso equivalente

5.4.3 Elaboracién de la pelicula biodegradable

Las peliculas se prepararon con base en los métodos propuestos por Chen
et al. (1996), Hernandez-Ochoa et al. (2011) y Pereda et al., (2014) con
modificaciones. Para obtener 100 mL de solucién de la pelicula, se prepard
previamente una solucién de acido acético glacial (JT Baker®) al 1 % (v/v),
glicerol 0.5 % (v/v) y quitosano 1 % (p/v) calentando la soluciéon en una
parrilla eléctrica (CORNING® modelo PC620D), a 60 °C en agitacion
constante a 600 rpm durante 24 h. Posteriormente se bajo la temperatura a
35 °C, y se anadio el aceite esencial (tres concentraciones 0.5, 1y 1.5 %)
disuelto con Tween® 80 al 0.1 % (v/v), la solucidon se mantuvo en agitacién
constante a 600 rpm y 35 °C durante 7 h (Cuadro 2).

Cuadro 2. Componentes de los tratamientos formulados para la

elaboracién de recubrimientos biodegradables.

Componentes Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Glicerol (% v/v) 0.5 0.5 0.5
Acido acético glacial (% v/v) 1.0 1.0 1.0
Quitosano (% p/v) 1.0 1.0 1.0
Aceite esencial' (% v/v) 0.5 1.0 1.5
Tween 80 (% v/v) 0.1 0.1 0.1

1 aceite esencial de C. reticulata
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Una vez que se obtuvo la emulsion, se colocaron 15 mL sobre una caja Petri
de vidrio de 8.5 cm de diametro y éstas se introdujeron en una estufa con
conveccion de aire (BINDER®), a una temperatura de 35 °C durante 24 h
para su secado. La pelicula fue desprendida de la caja Petri con unas agujas

de diseccidn y unas pinzas metalicas para su posterior caracterizacion.
5.5 Caracterizacion fisicoquimica de la pelicula biodegradable
5.5.1 pH de la emulsién

Se determin6é el pH de la emulsion de cada tratamiento con un
potenciometro (CORNING®, pH meter 430), previamente calibrado con
soluciones buffer de pH 7.0 y 4.0 como lo establece la Norma Mexicana para
determinacién de pH en alimentos (NMX-F-317-NORMEX, 2013).

5.5.2 Grosor

El grosor de la pelicula se midié con un micrometro digital (Coolant proof
IP65, Mitutoyo, Tokyo, Japdn), con una resoluciéon de 0.001 mm. El resultado
se expres6 en mm del promedio de 10 medidas tomadas aleatoriamente en

las peliculas a lo largo de las mismas (Escobar et al., 2009).
5.5.3 Humedad

Para determinar el contenido inicial de materia seca (%) se siguio el método
utilizado por Escobar et al. (2009). Se cortaron discos de la pelicula de 2 cm
de diametro y se pesaron. Posteriormente los discos se secaron a 90 °C en
una estufa con circulacién de aire por 24 h y se volvieron a pesar, con los

datos de peso se calcul6 el % de humedad.
5.5.4 Solubilidad en agua

Para la determinaciéon de solubilidad en agua se sigui6 la metodologia
propuesta por Gontard et al. (1994). Para su calculo se utilizaron los discos
de la pelicula de 2 cm de diametro secos, los cuales se colocaron en un
vaso de precipitados con 50 mL de agua destilada y se calentaron en una

parrilla con agitacion constante a 20 °C y 62 rpm durante 24 h (Figura 7).
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Finalmente, las muestras se sacaron de los vasos y se secaron en una
estufa a 90 °C durante 24 h. Se calculd el peso de materia seca que se
solubiliz6 en agua menos el valor del peso de materia seca inicial, se
expresd como un porcentaje de la materia seca inicial. Se realizaron cinco

ensayos por cada tipo de pelicula elaborada (Escobar et al., 2009).

Figura 7. Prueba de solubilidad de la pelicula por el método descrito por
Gontard et al. (1994).

5.5.5 Color

Se determind el color de las peliculas de cada uno de los tratamientos
utilizando un colorimetro (HunterLab, MiniScan XE Plus, USA) se tomaron
cinco mediciones por pelicula y se reportd el promedio. Se obtuvieron los
indices L*, a*, y b*, los cuales fueron utilizados para calcular los parametros
hue (h® = arcotangente (b*/a*)) y croma (C = (a*2 + b*2)"2) (Sahin y Sumnu,
2006) (Figura 8).

Figura 8. Medicion de color de la pelicula con colorimetro (HunterLab,
MiniScan XE Plus, USA).
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5.5.6 Biodegradabilidad

El proceso de degradacién de las peliculas se evalué siguiendo el método
descrito por Pereda et al. (2014). Las peliculas se cortaron en forma circular
con diametro 5 cm y se colocaron en el interior de mallas de acero inoxidable
(5 x 5 cm), las cuales fueron introducidas en una muestra de suelo contenida
en una reja de plastico. El suelo se mantuvo humedo mediante la aspersion
periddica de agua destilada. Se calcul6é el porcentaje de degradacién en

funcién del area de la muestra de pelicula inicial (Figura 9).

Figura 9. Prueba de biodegradacién de peliculas con la metodologia descrita
por Pereda et al. (2014).

5.6 Evaluacion in vivo de las peliculas como recubrimiento
5.6.1 Material biolégico

La evaluacion in vivo se realizé en frutas de papaya (Carica papaya var.
Maradol) procedentes de un cultivo organico ubicado en el municipio de San
Pedro Pochutla, Oaxaca, las cuales fueron seleccionadas asegurando la
ausencia de dafos fisicos y/o enfermedades, uniformes en forma y tamafio
con un peso aproximado entre 1000 y 1200 g, en estado de maduracion 2
segun la escala de maduracién establecida por Santamaria et al. (2009b)
(Figura 10). Previo a la aplicacion de peliculas, las frutas fueron sumergidas
en solucién acuosa de hipoclorito de sodio (1 %) por 5 min y secados a

temperatura ambiente (De la Cruz et al., 2010).

36



5 6

Figura 10. Escala de maduracion de la fruta papaya Maradol descritos por
Santamaria et al. (2009b).

5.6.2 Inoculaciéon de Colletotrichum gloeosporioides

La inoculacién se realiz6 de acuerdo al método utilizado por Bafos et al.
(2004). Se seleccionaron aleatoriamente cinco areas en la superficie de cada
fruta. Con un palillo estéril se realizé una punciéon de aproximadamente 2
mm de profundidad en la epidermis de la fruta y se inocularon 20 pL de la
suspensién de esporas de C. gloeosporioides (1x10% conidios mL")

cultivados previamente durante 7 d en PDA a 28 °C.
5.6.3 Aplicacion del recubrimiento

El recubrimiento biodegradable se aplico 2 h después de haber inoculado la
papaya con la cepa de C. gloeosporioides. Las frutas fueron cubiertas por la
emulsién con una brocha (Camelus® 2”) en la epidermis y secadas con aire
de un ventilador doméstico, identificandolas de acuerdo al tratamiento
aplicado (Figura 12). Las frutas se colocaron sobre una mesa a temperatura
ambiente (24 °C) por 15 d. En total de tratamientos fueron cuatro (tres
tratamientos con recubrimientos adicionado con aceite esencial al 0.5, 1.0 y
1.5 % y un tratamiento sin recubrimiento) con 6 repeticiones cada uno y se

dispusieron con un disefio completamente al azar.
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Figura 11. Aplicacion manual de la emulsion formadora del recubrimiento en

la superficie de la papaya.
5.7 Medicion de parametros fisicos de la fruta tratada
5.7.1 Pérdida de peso

Se pesaron los frutos en una balanza (Ohaus® Scout Pro) con capacidad de
2 kg, se obtuvo un peso inicial y después se continué pesando los frutos
cada 3 d, hasta obtener un peso final y por diferencia se calculé el
porcentaje de pérdida; los resultados se expresaron en porcentaje de

pérdida de peso.
5.7.2 pH

El pH de la pulpa de la fruta se midi6 siguiendo la metodologia establecida
por la AOAC (1990) con un potenciometro (HANNA, HI 98140 pH Meter).

5.7.3 Solidos solubles totales

El contenido de sélidos solubles totales se determind con un refractometro
manual (Atago N1), a 20 °C, y el resultado se reporté como porcentaje (%)

de sodlidos solubles.
5.7.4 Color de la cascara

El color se determind con un colorimetro (HunterLab, MiniScan XE Plus,
USA). Se seleccionaron tres areas diferentes de la epidermis de la fruta
mismas que fueron medidas durante 10 d a temperatura ambiente (Figura
12). Las mediciones se realizaron cada tercer dia registrando el promedio de

las tres areas evaluadas en cada fruta durante los 15 d del experimento.
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Para medir el color se calculd la relacion b*/a*, obteniendo el valor de hue
(h® = arcotangente (b*/a*)) y el croma (C = (a*2 + b*2)"2) (Little, 1976)

Figura 12. Area en la epidermis de la fruta para medicion de color .
5.7.5 Respiracion

Se siguié la metodologia descrita por Santamaria et al. (2009b). Se
seleccionaron tres frutos por tratamiento. Diariamente cada fruto se coloco al
interior de un frasco de vidrio durante 1 h sellando con una tapa de vidrio a la
cual se adapt6 un tapdén de goma en un punto para permitir la extraccion de
gas desprendida por la muestra. Con una jeringa se extrajeron 5 mL del gas
del interior del frasco y se guardd en frascos BD Vacutainer® de 5 mL en
congelacion hasta tu analisis. De cada muestra se tomé 1 mL la cual se
inyecté a un Cromatografo de Gases (Varian® Star 3400), equipado con una
columna Hayesep Q 100/120 (1.8 m longitud x 3.2 mm diametro) y dos
detectores en serie uno de conductividad térmica (TCD) para la
cuantificacion de COz2, y uno de ionizacion de flama (FID) para la deteccion
de etileno. Se utilizé helio como gas acarreador con flujo de 25 mL min-'. Las
condiciones de temperatura para cada corriente se mantuvieron a 70 °C para
el detector TDC y FID. Los resultados se calcularon a partir de curvas de
calibracion con estandares de concentracion conocida de CO: y etileno. Los

resultados se expresaron en mL de CO2-kg™! h-' y uL de etileno-kg-" h-'.
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5.7.6 Firmeza

La firmeza se determind utilizando un texturometro universal TA.XT2i (Stable
Micro Systems UK, Surrey, RU) con una celda de 5 kg, una velocidad de
compresion de 0.5 mm.s' a una distancia de 10 mm. La fuerza se midié por
el método de puncion con una punta conica de 6 mm de diametro y base
automatica. Se elimind la cascara (exocarpio) del fruto y se midié en la parte
ecuatorial central de la papaya (en ambos lados). Se registr6 la fuerza de
oposicion del tejido a la penetracidon del punzon, en cinco regiones del fruto;

los resultados se reportaron en newtons (N) (Ramallo et al., 2011).
5.7.7 Evaluacion del daino causado por antracnosis

El porcentaje de incidencia se evalué a los 10 dias de almacenamiento y se
calculé con la férmula siguiente: Incidencia (%)= numero de frutas enfermas*
100/total de frutas observadas (Cabrera et al., 2013).

Los indices de severidad se avaluaron respecto a las caracteristicas de la
enfermedad de acuerdo a cinco grados de dano con base en una escala
establecida por Santamaria et al. (2011) (Cuadro 3). Para calcular el
porcentaje de severidad se utilizé la formula de Towsend y Heuberger
(1943): P= [2(n*Vv)/(CM*N)]*100. Donde: P= media ponderada de severidad,
n= numero de lesiones por cada clase en la escala, v= valor numérico de

cada clase, CM=categoria mayor y N= numero total de lesiones evaluadas.

Cuadro 3. Escala para determinar el area afectada con antracnosis en

frutos de papaya.

indice de severidad % dafio
1 0-0.25
2 >0.25-0.5
3 >0.5-1.0
4 >1.0-1.5
5 >1.5-2.0
6 >2.0-2.5
7 >2.5

Santamaria et al., 2011.
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Para calcular la efectividad biolégica de los productos se utilizé la formula de
Abbott (1925): ET= [(IT - it) / IT] * 100, donde: ET= Efectividad del
tratamiento, IT= porcentaje de infeccién en el testigo, it= porcentaje de

infeccion en cada tratamiento.
5.8 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos para cada variable se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) bajo un disefio completamente al azar y cuando la
diferencia entre tratamientos resulté significativa se realiz6 una comparacién
de medias Tukey (a =0.05), usando el programa estadistico SAS (SAS
Institute, Inc., 2000).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de Citrus sinensis (naranja), Citrus reticulata
(mandarina) y Citrus paradisi (toronja) presentaron apariencia semejante
entre si (Figura 13), es decir, de aspecto liquido, incoloro y olor caracteristico

de cada especie.
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Figura 13. Aceites esenciales de: A)C. sinensis (Naranja), B) C. reticulata

(Mandarina) y C) C. paradisi (Toronja).

El aceite esencial de C. reticulata presenté el mayor rendimiento por kg de
fruta (0.15 %), seguido del aceite esencial de C. sinensis (0.07 %) y de C.
paradisi (0.03 %).

Los datos obtenidos en el rendimiento de aceite esencial por kg de cascara
de la especie C. sinensis fueron mayores a los reportados por Blanco et al.
(1995), Juarez et al. (2010) y Kamal et al. (2013) quienes reportaron
rendimientos de 0.17, 0.4 y 0.24 % utilizando la misma especie y método de

extraccion.

Respecto la especie C. reticulata, Blanco et al. (1995) y Kamal et al. (2013)
reportaron rendimientos de 0.21 y 0.3 % de aceite esencial. Por otro lado
Lota et al. (2001) reportaron rendimientos de aceite esencial de 0.05 a 0.6 %
evaluados en 15 variedades de C. reticulata, lo cual coincide con lo obtenido
en esta investigacion al obtener un 0.6 % de aceite esencial por kg de

cascara.
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En cuanto a la especie C. paradisi, los rendimientos obtenidos de aceite
esencial fueron similares con los reportados por Soto et al. (2013) y Kamal et
al., (2013) quienes reportaron rendimientos de 0.207 y 0.2 % de aceite
esencial por kg de cascara extraido de la misma especie por el mismo

método.

Flores et al. (1999) encontraron variaciéon en los rendimientos de aceite
esencial extraido de otras especies de citricos como C. aurantium (0.33 %),
C. nobilis (0.27 %), C. paradisii (0.20 %) y C. limetta (0.10 %). Rojas et al.
(2009) mencionan que la diferencia en los rendimientos de aceite esencial
en citricos se debe principalmente a la diferencia de especie de fruta y al
método de extraccion utilizado. Blanco et al. (1995) mencionan que la
madurez de las frutas antes de la extraccion de aceite esencial también es
un factor determinante en el rendimiento de aceite esencial y en la variacion
de la composicion de los aceites esenciales. Dado que los aceites
esenciales son metabolitos secundarios, las caracteristicas propias de éstos,
estan determinadas por diferentes factores como la temperatura, la época de
produccion y cosecha, especie, variedad, entre otros (Duarte et al., 2007;
Avalos y Pérez-Urria, 2009).

El rendimiento de los aceites esenciales esta determinado por dos factores,
el primero en relacién a la cantidad de aceite esencial por kg de cascara y la
segunda en relacidn al rendimiento de aceite esencial por kg de fruta. Estos
factores son de gran importancia debido a que en México las industrias
citricolas varian el volumen de fruta procesada, épocas de produccion y

materia prima utilizada (especies y variedades) ( Chavez y Aguilar, 2012).
6.2. Evaluacion in vitro de los aceites esenciales

Los conidios de C. gloeosporioides propagados en medio PDA, son de forma
ovalada con ambos extremos redondeados, su crecimiento en agar fue radial
en circulos concéntricos lo que coincide con lo reportado por Oliveira et al.
(2005) (Figura 14), con una coloracién blanca mezclada con tonalidades

naranja palido en el centro, el tipo de micelio fue liso en los primeros dias y
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aéreo con aspecto algodonoso o denso a mayor edad de la colonia, como lo

reportan Dominguez-Guerrero et al. (2012).

Figura 14. A) Conidios del hongo C. gloeosporioides vistos al microscopio.

B) crecimiento del hongo C. gloeosporioides en medio PDA a los 7 d.

El andlisis de varianza mostré diferencia significativa por efecto de los
aceites esenciales sobre el porcentaje de inhibicibn del hongo C.
gloeosporioides. El coeficiente de variacion presenté un valor de 7.0 %, lo
cual indico confiabilidad aceptable en los resultados obtenidos. En el Cuadro
4 se muestran los resultados de la comparacién de medias (Tukey, a < 0.05),
se observa que el mayor efecto antifungico para el control de C.

gloeosporioides fue el del producto comercial (Amistar®).

Cuadro 4. Halo de inhibicién, porcentaje de inhibicion y de eficacia in
vitro de los aceites esenciales de C. sinensis, C. reticulata'y C. paradisi

contra C. gloeosporioides

Tratamiento inhit|>—i|§ilgnd(emm) inr:/iobi(l(ieén % de eficacia
Citrus sinensis 19.4375¢? 23.65 47.5
Citrus reticulata 22.75b% 32.35 56.8
Citrus paradisi 15.3125d3 14.65 38.3
Control quimico 25.75a* 41.44 64.3

Control negativo Oe’ 0 0

Medias con letras diferentes difieren significativamente (Tukey, a=0.05).
Valores de sensibilidad en el aromatograma segun Duraffourd: 'S. nula: <8

mm; 2 S. limite: 9-14 mm; s S. media: 15-19 mm; ‘ Sumamente sensible: 220
mm.
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El aceite esencial de C. reticulata fue el que mostré la mayor actividad
antifungica en el control de C. gloeosporioides, 11.7 % menor actividad en
comparaciéon con el control quimico. Los aceites esenciales de C. sinensis y
C. paradisi produjeron halos de inhibicion menores al producido por el aceite
esencial de C. reticulata, no obstante mostraron mayor efecto inhibitorio en
comparacion con el testigo negativo el cual no presentd inhibicion en el

crecimiento de C. gloeosporioides.

La actividad antifungica de los tres aceites esenciales evaluados a una
concentracion de 100 % mostraron halos de inhibicion superiores a 9 mm.
De acuerdo con los valores de sensibilidad del aromatograma de Duraffourd,
un extracto presenta actividad antifungica positiva si su halo de inhibicién es
mayor a 9 mm (Alzamora et al., 2001). El micelio de C. gloeosporioides
evaluado en la presente investigacion fue mas sensible al tratamiento con

aceite esencial de C. reticulata.

La diferencia observada en los resultados de la actividad antifungica de los
aceites esenciales puede deberse entre otras cosas a que la actividad
bioldégica de un aceite esencial varia en la composicion quimica del mismo,
las variaciones pueden estar asociadas a las condiciones medio
ambientales, especie, tiempo de cosecha, método de extraccidn, tiempo de

extraccion del aceite esencial, entre otros (Burd, 2004; Rojas et al., 2014).

En otros estudios también se ha encontrado que los aceites esenciales del
género Citrus han mostrado tener actividad antimicrobiana. Guédez et al.
(2014), reportaron que el aceite esencial de C. sinensis, a concentraciones
de 1 y 100 %, tuvo efecto inhibidor in vitro en el crecimiento de C.
gloeosporioides, Penicillium inducir, Fusarium solano, Rhizopus stolonifer y
Aspergillus flavus. Velasquez et al. (2014) reportaron actividad antifungica
del aceite esencial de C. reticulata en el crecimiento de Penicillium italicum.
Flores et al. (1999) reportaron actividad antimicrobiana de aceites esenciales
de Citrus aurantium, Citrus paradisii, Citrus nobilis y C. limetta contra

Neurospora crassa.
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Aunque se ha demostrado que los aceites esenciales poseen notables
propiedades antimicrobianas, su mecanismo de acciéon no esta definido
(Velasquez et al., 2014). Algunos autores mencionan que un posible
mecanismo de accion de los aceites esenciales sobre el crecimiento de
hongos es debido a su caracter hidrofébico, el cual puede interferir en la
membrana celular provocando un desequilibrio y muerte celular (Guerra et
al., 2014). Otros autores sefialan que la actividad antimicrobiana se debe a
la presencia de terpenoides como el limoneno. Soto et al. (2013) y Navarrete
et al. (2010) encontraron en C. reticulata que el limoneno es el monoterpeno
de mayor proporcién, siguiendo el a y B-pineno, y en menor proporcion
linanol y terpineol. Juarez et al. (2010) identificaron al limoneno, B-linalol,
decanal y 2(10)-pineno, como principales componentes del aceite esencial

de C. sinensis responsables de la actividad antimicrobiana.
6.3. Caracterizacion de la pelicula biodegradable
6.3.1 Grado de desacetilacion de quitosano

En el Cuadro 5 se muestran los resultados del grado de desacetilacion de
quitosano. Hernandez et al. (2009) indicaron que el valor optimo de
desacetilacion para el quitosano debe ser mayor al 50 % lo cual concuerda
con el resultado obtenido de la muestra de quitosano analizado en el
presente estudio al obtener un 57.1 % de desacetilacion, el mismo autor
destaca que el quitosano comercial presenta un porcentaje de desacetilacion
a partir de 60 %.

Cuadro 5. Resultados de la determinacién del grado de desacetilacién

del quitosano por el método de titulacion potenciométrica.

11 2 3
Peso quitosano muestra (Q) 0.2547 0.2537 0.2517
Punto inflexion menor (mL) 13 12 13
Punto inflexion mayor (mL) 23 21 21
% NH: 63.21 57.11 51.17

"NUumero de repeticion

46



Araya y Meneses (2010) mencionaron que la variacion del grado de
desacetilacion es debido a la presencia de grupos amino libres en
quitosanos de diferentes crustaceos. El grado de desacetilacion del
quitosano, comprendido entre 60 y 98 %, es un parametro determinante en
la solubilidad o insolubilidad en medios acuosos, ya que se encuentra
cargado positivamente en medios acidos, siendo los grupos amino
responsables de dicha densidad de carga (positiva) lo que favorece su
solubilidad. EI caracter hidrofilico e hidrofébico del quitosano esta
determinado por la presencia de grupos de amino y N-acetilamino
respectivamente, caracteristicas estructurales que convierten al polimero en
excelente estabilizador de emulsiones, ademas reduce la tension superficial,
actua como espesante y puede formar peliculas con mejores propiedades

viscoelasticas (Hernandez, 2004; Calero et al., 2010; Calero et al., 2013).
6.3.2 Propiedades fisicoquimicas de la pelicula biodegradable

Las emulsiones formuladas fueron estables al observar un sistema sin
separacion de fases. Las peliculas elaboradas tuvieron aspecto homogéneo,
lisas y transparentes, sin presencia de burbujas de aire, ni particulas
insolubles de quitosano. En las placas de vidrio su desprendimiento fue facil
y no presentaron cuarteaduras. Ziani et al. (2008) mencionan que el tiempo
de secado de las peliculas aumenta al aumentar la concentracion de glicerol.
Debido al bajo contenido de glicerol en las peliculas evaluadas en esta
investigacion el tiempo de secado fue rapido. Cardenas et al. (2010)
reportaron que la adicion de glicerol y polisorbato 80 modificaron la
morfologia y rugosidad de las peliculas de quitosano, dando como resultado
peliculas mas homogéneas y menos rugosas, lo cual concuerda con lo

observado en las peliculas elaboradas en este estudio.

En el Cuadro 6 se muestra que las peliculas no presentaron diferencia
significativa en el pH, grosor y % de solubilidad en agua, a excepcion del %
de humedad, el cual se observd que el tratamiento T2 superé 15 % a los

tratamientos T1y T3.
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Cuadro 6. Efecto de la concentracion de aceite esencial de C. reticulata
en las propiedades de pH, grosor, % humedad y % de solubilidad de

peliculas de quitosano.

Tratamiento pH Grosor (mm) % Humedad % Solubilidad
T1 3.58a 0.093a 23.40b 35.97a
T2 3.57a 0.101a 45.27a 33.57a
T3 3.69a 0.091a 23.07b 32.40a

"Pelicula de quitosano y aceite esencial: T1= aceite esencial al 0.5 %. T2
aceite esencial al 1.0 % y T3 = aceite esencial al 1.5 %

Medias con letras diferentes difieren significativamente (Tukey, a=0.05).

El grosor de las peliculas en promedio fue 0.095 mm, no existié diferencia
significativa entre los Tratamientos analizados. Mali et al. (2004)
recomiendan que las peliculas con buenas propiedades usadas en alimentos

deben tener un grosor cercano a 0.11 mm, lo cual se aproxima con los

resultados obtenidos.

Las emulsiones tuvieron un valor de pH entre 3.57 y 3.69. Pereda et al.
(2014) reportaron valores de pH de 5.0 en emulsiones estables preparadas
con caseinato de sodio y quitosano a concentraciones de 2.5 % (p/v) en
acido acético al 1 %. Hernandez (2004) indicé que a valores de pH entre 4 y
6 se obtienen soluciones transparentes de quitosano, mientras que a pH
cercanos a 7 se obtienen dispersiones con consistencia de gel. Kim et al.
(2014) mencionaron que el quitosano al ser un biopolimero soluble en medio
acido, los valores 6ptimos de pH se encuentran en un rango entre 4.0 y 5.0.
Lo anterior puede explicar la solubilidad completa del quitosano observada
en el presente estudio, ya que todos los tratamientos fueron acidos. En
condiciones &acidas, los grupos amino del quitosano pueden protonizarse
causando una repulsion entre las macrocadenas de carga positiva del mismo
y permitiendo la difusién de las moléculas de agua y la solvatacion de las
moléculas de quitosano, mientras que a pH basico, el biopolimero tiende a

precipitar (Albarracin-Hernandez y Valderrama, 2014).

Respecto al porcentaje de humedad de las peliculas de quitosano, la media

del tratamiento T2 con 1 % de aceite esencial fue mayor significativamente
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(a = 0.05) respecto a las medias de los tratamientos T1y T3 con 0.5y 1.5 %
de aceite esencial, respectivamente. Algunos estudios (Mali et al., 2004) han
reportado que existe una relacién directamente proporcional entre el grosor y
el contenido de humedad de la pelicula, es decir, a mayor grosor mayor
contenido de humedad de la pelicula y viceversa, lo anterior podria deberse
a que al existir mayor grosor existe un numero mayor de grupos hidrofilicos
en la pelicula susceptibles a interacciones con el agua. Hosseini et al. (2009)
reportaron que la incorporacion de aceites esenciales de tomillo y clavo en
peliculas de quitosano, incrementa el contenido de humedad y solubilidad en

agua.

Respecto a la solubilidad en agua de la pelicula, no hubo diferencia
significativa entre tratamientos mostrando un promedio de 33.98 % de
solubilidad en agua. El resultado obtenido en el presente estudio difiere del
reportado por Pereda et al. (2014) quienes reportaron una solubilidad parcial
de peliculas de quitosano con un 16.2 %, mientras que en peliculas de
caseinato, la solubilidad fue 100 %. Hosseini et al. (2009) mencionan que la
incorporacion de aceites esenciales en peliculas de quitosano incrementa su
porcentaje de solubilidad en agua hasta 30.62 % el cual es aproximado al
obtenido en esta investigacion. Por su parte Kim et al. (2006) reportaron una
solubilidad en agua de 15 a 22 % para peliculas de quitosano. Bourtoom
(2008) menciona que el tipo y concentracion de plastificante afecta

directamente en la solubilidad de la peliculas de quitosano.
6.3.3 Color

Los valores de hue (h°) evaluados en las peliculas indican que todas las
peliculas se encuentran en angulo de los tonos verdes-amarillo (Cuadro 7).
Pereda et al. (2014) mencionan que el color amarillento de las peliculas
elaboradas con quitosano se atribuye a los grupos amino libres, que son

susceptibles al pardeamiento mediante la reaccion de Maillard.

Por otro lado, los valores de chroma muestran una diferencia significativa
entre el tratamiento T2 respecto a los tratamientos T1 y T3, con mayor

tendencia al amarillo que al verde. Los valores mas altos chroma de indican
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saturacion de color mas intensa, aunque para los tres casos fue menor a 1,
lo cual corresponde a un verde mas tenue en el color de las peliculas. Los
resultados obtenidos de chroma muestran que el color de la pelicula es casi
transparente lo es deseable al aplicar en frutas ya que se espera que no

interfiera con el color propio de la epidermis de las frutas.

Los valores de luminosidad (L*) de las peliculas evaluadas, se muestran en
el Cuadro 7. No se presenté diferencia significativa entre tratamientos,
presentando un valor promedio de L* de 23.46 %, lo cual indica que la
variacion en el contenido de aceite esencial en los tratamientos no influyé en
los valores de L* de la pelicula. Los valores de L* obtenidos en la presente
investigacion fueron menores que los reportados por Bourtoom (2008) quien
obtuvo valores de L* superiores a 80 % en peliculas de quitosano y glicerol.
De igual forma Joaquin et al. (2013) reportan valores de L* en peliculas de
almidon de 83.92 y 87.89 %. Por su parte, Khoshgozaran et al. (2012)
obtuvieron valores de L* menores que los obtenidos en la presente
investigaciéon en peliculas de quitosano y aloe vera de 3.72 a 18.6 %,
indicando que los valores de L* dependen de los componentes de las

peliculas.

Cuadro 7. Valores de L*, hue y chroma evaluados en peliculas de

quitosano y aceite esencial de C. reticulata.

Tratamiento L* (%) Hue (H°) Chroma (C*)
T11 22.23a 147.34b 0.43b
T2 24.04a 113.73a 0.83a
T3 24.11a 142.76b 0.42b

'Pelicula de quitosano y aceite esencial: T1= aceite esencial al 0.5 %. T2
aceite esencial al 1.0 % y T3 = aceite esencial al 1.5 %
Medias con letras diferentes difieren significativamente (Tukey, a=0.05).

Mali et al. (2004) mencionan que la transparencia de las peliculas esta
influenciada por el grosor y el contenido de glicerol de las peliculas. El
mismo autor menciona que contenido alto de glicerol provocan opacidad y

un color amarillo en las peliculas. Por otro lado se ha comprobado que al
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adicionar aceites esenciales en las peliculas se presenta una disminucién
del brillo y transparencia debido a la rugosidad superficial que se presenta
por fendmenos de floculacion producidos por las gotas de aceite esencial

durante el secado (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).
6.3.4 Biodegradabilidad

Se observé una degradacion de las peliculas mayor del 70 % al primer mes
(Cuadro 8). El contenido de aceite esencial en las peliculas no reflejé
diferencia significativa en la degradacion de las peliculas. Pereda et al.
(2014) reportaron que las peliculas de caseinato se degradan en 4 d,
mientras que Martucci y Ruseckaite (2009) mencionaron que la degradacién
se observa desde el dia 8 en peliculas de glicerol, gelatina y almidon
dialdehido. Por su parte, Domenek et al. (2004) reportaron que un
bioplastico elaborado de gluten de trigo se degrada en suelo después de 50
d, mientras que Park et al. (2000) reportaron que la degradacion de peliculas

de gluten-proteina de soja y glicerol fue de 30 d.

Cuadro 8. Porcentaje de degradacion de las peliculas en funcién del

tiempo de contacto con el suelo.

% degradado

Tratamientos Mes 1 Mes 2 Mes 3
T1 74.8a 92.6a 98.3a
T2 77.9a 91.7a 97.8a
T3 78.2a 91.9a 97.9a

'Pelicula de quitosano y aceite esencial: T1= aceite esencial al 0.5 %. T2
aceite esencial al 1.0 % y T3 = aceite esencial al 1.5 %
Medias con letras diferentes difieren significativamente (Tukey, a=0.05).

Pereda et al. (2014) mencionaron que la humedad absorbida por las
peliculas favorece la proliferacion microbiana en la tierra y en la pelicula
debido a la mayor disponibilidad de agua en el material, iniciando con ello el
proceso de biodegradacion. Los mismos autores mencionan que quitosano
presenta un comportamiento biodegradativo lento debido a sus propiedades

antimicrobianas.
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6.4. Evaluacion in vivo del recubrimiento biodegradable
6.4.1 Pérdida de peso

Se observé una tendencia gradual a aumentar la pérdida de peso durante el
tiempo de almacenamiento, siendo mayor en las muestras sin el
recubrimiento (Figura 15). Lo anterior concuerda con lo observado en otros
estudios realizados con recubrimientos aplicados a papaya (Acosta et al.,
2001; Almeida et al., 2011; Téllez-Pichardo et al., 2013). La pérdida de peso
en frutas es debida principalmente a la pérdida de agua de las frutas, lo cual
depende tanto de la actividad fisiolégica de las frutas entre ellos la
transpiracion, o bien de factores externos como la temperatura y la humedad
relativa (Kader, 1986; Acosta et al., 2001).
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Figura 15. Pérdida de peso de frutas de papaya respecto al tiempo de

almacenamiento.

La pérdida de peso observada en los dias dos y cuatro fue estadisticamente
igual en todos los tratamientos. A partir del dia seis se observé diferencia
significativa entre los tratamientos T1, T2 y T3 respecto al tratamiento T1.
Estadisticamente es a partir del dia seis cuando se puede mencionar que los
tratamientos con recubrimientos fueron mejores que los que no presentaron
recubrimientos. Hagenmaier y Baker (1993) mencionan que las variaciones
observadas en los tratamientos se deben principalmente a la capacidad de la

pelicula para formar una capa continua sobre la superficie de la fruta. Price
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et al., 2000 sefialaron que la deshidratacion de las frutas se puede reducir
por la presencia de una cubierta cérea externa o epicuticular que aumente la

resistencia a la cuticula a la difusion de agua.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion muestran que las
papayas con recubrimiento almacenadas a temperatura ambiente permiten
controlar pérdidas de peso en papaya hasta un 40 % en comparacién con
las papayas sin recubrimiento, lo cual supera a los resultados encontrados
por Almeida et al. (2011) quienes evaluaron recubrimientos de almidén de
yuca en papayas almacenadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante
6 d de almacenamiento. Tellez-Pichardo et al. (2013) evaluaron
recubrimientos de cera y polifenoles de candelilla en papaya a temperatura
ambiente, sin embargo obtuvieron resultados menores a los obtenidos en la
presente investigacién, ya que reportaron pérdidas de peso mayor a 5 % a
partir del dia seis y alcanzando hasta un 14 % en el dia ocho. Por otra parte
Miranda et al. (2013), obtuvieron pérdidas de peso de 1.68 % en el dia tres y
hasta 9.54 % en el dia nueve aplicando recubrimientos a base de almidén de

yuca en frutas de papaya almacenadas a temperatura ambiente.

La presencia de compuestos activos anadidos en los recubrimientos logran
retardar la senescencia del fruto, lo cual se atribuye principalmente a: a)
naturaleza hidrofébica del recubrimiento, b) la barrera formada, c) la
disminucién de la concentracion de O2 e incremento de CO2 que reduce el
numero de poros por el cual el vapor de agua y otros gases se intercambian,
y d) la presencia de compuestos con actividad antioxidante y antifungica
(Tellez-Pichardo et al., 2013).

Los tratamientos T1, T2 y T3 mantuvieron un porcentaje de pérdida de peso
menor al 5 %. La aplicacion del recubrimiento en papayas disminuyo la
pérdida de peso. La pérdida de peso en frutas es un factor crucial para
preservar la fruta. La pérdida de peso deprecia el valor comercial de los
frutos, debido a que presentan una superficie arrugada. La papaya se
comercializa por unidad de peso, y la pérdida del mismo resulta en un menor

rendimiento (Almeida et al., 2011).
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6.4.2 pH y °Brix

Hubo una tendencia positiva en el contenido de sélidos solubles totales de la
pulpa de la papaya proporcional a los dias de almacenamiento, lo cual
concuerda con lo reportado por Acosta et al. (2001), De la Cruz et al. (2010),
Santamaria ef al. (2009a). Santamaria et al. (2009a) mencionan que con la
maduracion de la papaya el contenido de sdélidos solubles totales tiende a
aumentar. El mismo autor menciona que la madurez de consumo de la
papaya “maradol” se alcanza cuando la fruta tiene un contenido de solidos
solubles totales entre 10 y 11.5, lo cual concuerda con los valores de los
tratamientos TO, T1 y T2 al dia 10 de almacenamiento. El tratamiento T3
presentd el menor contenido de solidos solubles al dia 10 de

almacenamiento (Cuadro 9).

Cuadro 9. Efecto de la concentracion de aceite esencial de C. reticulata
en el pH y °Brix en pulpa de papaya a los 0 y 10 dias de

almacenamiento a 20 °C % 2.

Tratamiento pH °Brix
TO 5.01a 7.91a
T1 5.15a 7.71b
Dia 0
T2 4.92a 7.80ab
T3 5.1a 7.81ab
T0 6.29a 11.46a
T1 5.9a 10.46ab
Dia 10
T2 6.17a 11.03ab
T3 6.5a 9.61b

'Pelicula de quitosano y aceite esencial: TO= sin aceite esencial, T1= aceite
esencial al 0.5 %, T2 aceite esencial al 1.0 % y T3 = aceite esencial al 1.5 %
Medias con letras diferentes difieren significativamente (Tukey, a=0.05).

Respecto al pH observado, puede apreciarse que no existié diferencia
significativa entre tratamientos evaluados en el dia 10. Los resultados
concuerdan con lo observado por Martinez-Tenorio y Lopez-Malo (2011), ya
que al dia 10 obtuvieron valores de pH similares entre papayas sin

recubrimiento y con recubrimiento, sin embargo entre el dia 5y 8 los mismos
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autores obtuvieron un pH mas alcalino en papayas con recubrimientos
biodegradables con aceites esenciales en comparacién con papayas sin
recubrimiento. Los valores de pH al décimo dia observados en el presente
estudio fueron similares a los reportados por Azavedo et al. (2006), quienes
evaluaron papaya con film comercial Xtend® y poliestireno de baja densidad;
pero superiores a los reportados por Miranda et al. (2014), quienes reportan
al dia 9 valores de 5.3 a 5.6 en papayas con recubrimientos de almidén de
yuca y cera comercial, los mismos autores mencionan que el aumento del
pH a partir del dia 9 puede ser atribuido a una reduccién de los acidos
presentes en la fruta, lo cual puede deberse a la reduccién de la actividad

metabdlica provocada por la menor difusion del oxigeno.

Los resultados demuestran que los recubrimientos biodegradables aplicados
en papaya influyen en el contenido de azucares totales en la pulpa, sin

embargo no afecta en los niveles de pH de la pulpa de la papaya.
6.4.3 Color

Los valores de hue en la superficie de la papaya presentaron una tendencia
decreciente, con una reduccion de hue de aproximadamente 50° en las
papayas sin recubrimiento (testigo) y de aproximadamente 27°, en general,
en las papayas con recubrimiento del dia O al dia 10 de almacenamiento, lo
cual corresponde a un cambio de color en la epidermis de la papaya de
verde a anaranjado (Figura 16). El contenido de aceite esencial adicionado
en los recubrimientos no afectd los valores de hue de los tratamientos con
recubrimiento. La linea de tendencia de los valores de hue del testigo,
muestra mayor pendiente (50 %) comparado con la linea de los tratamientos,
lo cual corresponde a una mayor velocidad en el cambio de coloracion verde
a anaranjado en las papayas sin recubrimiento. La aplicacién de
recubrimientos en papayas retardd el proceso de maduracion al mantener
coloracién verde en la epidermis de la papaya por mas tiempo. Derivado del
ejercicio de regresion lineal simple de los valores de hue se proyecta que
aproximadamente a los 20 d de almacenamiento de la papaya con
recubrimiento los valores de hue en la epidermis alcanzarian los valores

reto (a obtener) que las papayas sin recubrimiento a los 10 d (Figura 17A).
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Figura 16. Variacion en los indicadores de color (hue y chroma) en papaya

con y sin recubrimiento a los 0 y 10 dias de almacenamiento.

La saturacion de color (chroma) en la epidermis de la papaya, fue
significativamente menor en las frutas con recubrimiento (Figura 16). Las
papayas sin recubrimiento alcanzaron un valor significativamente superior en
comparacién con las papayas con recubrimiento (10 % mayor) a partir del
dia 8 de almacenamiento. El contenido de aceite esencial en el
recubrimiento no afectd los valores de chroma de la epidermis de la papaya.
Los valores de los tratamientos T1y T2, que corresponde a las papayas con
recubrimiento muestran un cambio lento en chroma con el tiempo de
almacenamiento. Los valores altos de chroma resultan ser mas atractivos a
los consumidores debido a que el color es de mayor intensidad, sin embargo
los valores bajos observados en las papayas con recubrimiento no fueron
menos atractivos. La tendencia de los valores de chroma derivado del
ejercicio de regresion lineal simple permite estimar que se alcancen los
valores reto (a obtener) de chroma que las papayas sin recubrimiento

aproximadamente a los 20 dias (Figura 17B).
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Figura 17. Variacion en los indicadores de color en papaya durante 10 d de

almacenamiento: A) Valores de hue; B) valores de chroma; C) Valores de L*.

Respecto a los valores de luminosidad (L*) observados en los tratamientos
del presente estudio, se observo un incremento en los cuatro tratamientos
(TO, T1, T2 y T3) durante el tiempo de almacenamiento (Figura 16),
resultados que concuerdan con Santamaria et al. (2009b). La variacion en el
contenido de aceite esencial (0, 0.5y 1.0 %) en el recubrimiento aplicado en

papaya no provoco diferencia significativa en los valores de L* a lo largo del
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periodo de almacenamiento. Derivado del ejercicio de regresion lineal simple
de los valores de L* se proyecta que aproximadamente a los 28 d de
almacenamiento de la papaya con recubrimiento los valores de hue en la
epidermis alcanzarian los valores reto (a obtener) que las papayas sin

recubrimiento a los 10 d (Figura 17C).

Se pudo observar que el cambio de color fue mas rapido en las frutas sin
recubrimiento, estadisticamente es a partir del dia 6 que puede apreciarse
una diferencia significativa entre las frutas con recubrimiento en comparacion
con aquellas sin recubrimiento. EI mejor tratamiento observado fue el T2. La
manifestacion del color naranja durante la maduracion del fruto de papaya
esta relacionada con cambios en el contenido de pigmentos, principalmente
por la degradacion de clorofila, como consecuencia de procesos oxidativos,
asi como por la sintesis de otros pigmentos como los rojos y amarillos
(carotenoides) (Safudo et al., 2008; Almeida et al., 2011).

6.4.4 Respiracion

El patron respiratorio observado durante el periodo de almacenamiento de la
papaya fue igual a lo reportado en otros estudios para frutas climatéricas,
con un patrén oscilatorio en la produccion de CO2 y un aumento en la
produccion de etileno durante el periodo de almacenamiento (Safudo et al.,
2008; Velasco-Ulloa et al., 2012) (Figura 18). La tasa respiratoria de la
papaya puede variar segun lo establecido por (Kader, 2006) desde 6 a 60

mL de CO2-Kg'-h-" lo cual concuerda con los resultados obtenidos.

El pico maximo de produccion de CO2 se alcanzo en el dia 6 en las frutas sin
recubrimiento con un valor de 45.6 mg de CO2'Kg'-h-'. La produccion de
CO: fue menor en las papayas con recubrimiento, observando diferencias
significativas principalmente entre los dias 4 y 6. Se alcanz6 una produccién
maxima de 27.9 mg de CO2Kg'-h' al décimo dia en frutas con
recubrimiento. Los valores de CO:2 concuerdan con lo reportado por
Mercado-Ruiz et al., (2014) quienes evaluaron cera comestible aplicada a

papaya almacenada a temperatura ambiente por 12 dias. EI mismo autor
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menciona que la produccién de CO2 en papayas depende principalmente de

la variedad y los componentes de los recubrimientos que se aplican.

Los resultados demuestran que la aplicacion de recubrimientos de quitosano

y aceite esencial de citricos permiten controlar la tasa de produccién de CO>

(Figura 18A). no obstante no siempre la aplicacion de recubrimientos mejora

la vida de anaquel. Pontigo-Suarez et al. (2015) observaron una alta

produccion de CO2 en papayas con

recubrimiento a base de

carboximetilcelulosa adicionado con aceite esencial de orégano,

posiblemente debido al estrés que se provoco en la fruta al momento de la

aplicacién del recubrimiento.
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Figura 18. Respiracion en papaya durante el almacenamiento: A) Produccién

de COz2; B) Produccion de etileno.
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En respuesta a la produccion de etileno (Figura 18B), no se observd
diferencia significativa entre los tratamientos TO y T2, en los cuales se
observd un pico de produccion de etileno en el dia 2 con valores de 4.7 y 5.3
uL-kg'-h-', respectivamente, observando un decremento en los siguientes
dias de almacenamiento. Se observé una diferencia significativa en la
produccion de etileno del tratamiento T1 en el cuarto dia, 26.4 % menor en
comparaciéon con la fruta sin recubrimiento. La variacion de la produccion de
etileno en papaya fue similar a lo reportado por Safiudo et al. (2008) y
Santamaria-Basulto et al. (2009b).Los recubrimientos en frutas actuan como
una barrera en la superficie, modificando el intercambio gaseoso del interior
de la fruta con el medio exterior, el recubrimiento provoca una disminucién
en la tasa respiratoria y, por lo tanto, una prolongacion de la vida

poscosecha de producto (Vazquez-Biones y Guerrero-Beltran, 2013).
6.4.5 Firmeza

La firmeza inicial de los frutos de papaya presenté valores de 148 N + 2, que
concuerda con lo reportado por Sanudo et al. (2008) quienes reportaron
valores de 144 N de papaya con recubrimiento en estado de madurez
fisiologica (Figura 19). Santamaria et al. (2009a) mencionan que la madurez
de consumo de la papaya maradol s¢ alcathza cubando la fruta tiene una
firmeza de la pulpa de 4.7 a 6.9 N. Al dia 10 se diferenciaron
estadisticamente las frutas con recubrimiento respecto a las que no se les
aplicéd recubrimiento. Se observé una tendencia decreciente en los valores
de firmeza en los cuatro tratamientos (TO, T1, T2 y T3), siendo mas rapida
en las papayas sin recubrimiento, lo cual concuerda con lo reportado por
Pontigo-Suarez et al. (2015). Numéricamente el tratamiento T3 fue el que
mantuvo valores de firmeza mas altos al dia 10 de almacenamiento, sin
embargo no se mostré diferencia significativa respecto a los otros
tratamientos con recubrimiento. Safudo et al. (2008) mencionan que el
efecto inhibidor e inductor de la maduracion en frutas de papaya puede ser

observada a través de la velocidad de ablandamiento de los frutos.
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Figura 19. Firmeza en papaya al dia 10 de almacenamiento.

Pontigo-Suarez et al. (2015) mencionan que uno de los mecanismos que
provoca la reduccion de la textura es el rompimiento enzimatico de los
polisacaridos durante la maduracién, causando el debilitamiento de las

paredes celulares provocando ablandamiento de la fruta.
6.4.6 Dano causado por antracnosis in vivo

La aplicacion de los recubrimientos biodegradables en papayas inoculadas
con C. gloeosporioides mostraron una reduccion significativa en los sintomas
de la enfermedad con porcentajes de severidad bajos. En las frutas sin
recubrimiento se observé sintoma de antracnosis con alto porcentaje de

severidad.

En el Cuadro 10 se observa que existid mas del 80 % en la eficacia de los
recubrimientos para el control de C. gloeosporiodes en frutas con
recubrimiento biodegradable respecto a las frutas sin recubrimiento. El
contenido de aceite esencial no reflejé diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al efecto sobre el porcentaje de severidad y eficacia

en la inhibiciéon de C. gloeosporioides.
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Cuadro 10. Sintomatologia, porcentaje de severidad, eficacia y control

de C. gloeosporioides en papaya.

Tratamiento Sintoma % severidad % eficacia % control

Mancha hundida,
TO! redondeada y acuosa 97.14a Oa Oa
color gris-negra

T _Mancha superficial, 17.14b 82.35b 60b
irregular y seca color gris

T2 ~ Mancha superficial, 17.14b 82.35b 60b
irregular y seca color gris

Mancha superficial,

T3 irregular y seca color gris

14.29b 85.29b 60b

'Pelicula de quitosano y aceite esencial: TO= sin aceite esencial, T1= aceite
esencial al 0.5 %, T2 aceite esencial al 1.0 % y T3 = aceite esencial al 1.5 %
Los valores muestran el promedio de 6 réplicas. Medias con letras diferentes
difieren significativamente (Tukey, a=0.05).

Los porcentajes de control del hongo para los frutos con recubrimiento
fueron de 60 %, los resultados son similares a lo reportado por Bosques-
Molina et al. (2010), quienes lograron reducir un 60 % de antracnosis en
papayas con recubrimiento adicionado con aceite esencial de limon
mexicano al 0.1 %. Los mismos autores observaron que la concentracién de
aceite esencial utilizado en la formulacion de recubrimientos no fue un factor
determinante en la reduccion del desarrollo del hongo. Landero et al. (2013)
observaron que a dosis mas altas de extracto de ajo aplicado en
recubrimiento en papaya no se mostré6 mayor control sobre C.
gloeosporioides, al contrario observd severidad mas alta de dafio conforme
se incremento la dosis de extracto. Los autores mencionan que ese efecto
puede deberse a un posible fendmeno de toxicidad en el fruto que tendria

como consecuencia el incremento de la severidad de la enfermedad.

Pontigo-Suarez et al. (2015) reportaron una disminucion de 40 % en los
sintomas de antracnosis en papaya con un recubrimiento a base de
carboximetilcelulosa y 0.5 % de aceite esencial de orégano. EI mismo autor
explica que los recubrimientos funcionan disminuyendo el deterioro

producido por hongos sobre la epidermis de la fruta.
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6.4.7 Duracion del recubrimiento

Se observé en las frutas con recubrimiento un desprendimiento del mismo al
dia 10 de almacenamiento (Figura 19). Probablemente debida a la pérdida
de peso. Esta caracteristica fue similar a lo encontrado por Pontigo-Suarez
et al. (2015) quien observé desprendimiento de recubrimientos aplicados en
papaya a base de carboximetilcelulosa y aceite esencial de clavo y canela,
observando un mayor desprendimiento en aquellos recubrimientos con

mayor contenido de aceite esencial en su formulacion.

Figura 20. Desprendimiento del recubrimiento biodegradable de la superficie

de papaya al dia 10 de almacenamiento a temperatura ambiente.
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7. CONCLUSIONES

Los rendimientos de aceite esencial de C. sinensis (naranja), C. reticulata
(mandarina) y C. paradisi (toronja) fueron de 0.07 %, 0.15 % y 0.03 % por kg
de fruta, respectivamente. Los aceites esenciales de las tres variedades
evaluadas tuvieron efecto negativo en el crecimiento de C. gloeosporioides
in vitro a una concentracion de 100 %. El aceite esencial de C. reticulata

presento el mayor efecto antifungico in vitro (32.35 %) en C. gloeosporioides.

Se obtuvieron peliculas de quitosano y aceite esencial de C. reticulata
transparentes con grosor promedio de 0.095 mm, con 33.98 y 23 % de
solubilidad y humedad respectivamente, y un porcentaje de degradacién en
suelo de 98 % a los 90 d.

Los recubrimientos biodegradables aplicados en papaya diminuyeron la
pérdida de peso 32.6 % y no influyeron en el contenido de pH de la pulpa. El
recubrimiento con 1.0 % de aceite esencial mantuvo valores de °Brix bajos
(9.6).

Los recubrimientos biodegradables retrasaron el cambio de coloracion de
verde a anaranjado en la epidermis de la papaya, bajaron la tasa de
respiracion (50 %), redujeron el porcentaje de severidad de dafos de C.
gloeosporioides (80 %) y mantuvieron altos indices de firmeza (90 %) en

comparacién con papayas sin recubrimiento.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria de aceites esenciales

en el crecimiento de C. gloeosporioides: A) sin aceite esencial; aceite

esencial: B) C. cinensis, C) C. reticulata y D) C. paradisi.
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10. Anexo 2. Deterioro macroscépico de peliculas de quitosano a los 90

dias de la exposicion en el medio de biodegradacion.
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11. Anexo 3. Incidencia de C. gloeosporioides en papaya almacenada a
temperatura ambiente (20 ° C = 2): A), B) y C) Papayas con recubrimiento

biodegradable de quitosano y aceite esencial de C. reticulata al 0.5, 1.0y 1.5

% respectivamente; D) Papayas sin recubrimiento.
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