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RESUMEN

Uno de los métodos m&s modernos de conservacién de los alimentos,
es la irradiacién con fuentes emisoras de radiacién gamma.

Se irradiaron, naranjas variedad Tangerina, para determinar, sus
posibles cambios fisicos, quimicos, organolépticos, bioquimicos y
microbiolégicos.

Se investigd el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias contami-
nantes, que al ingerirse, podrian causar algdn dafio al hombre,
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INTRODUCCION

En el Centro de Estudios Nucleares de la UNAM, se han estado exponien-
do frutas tropicales y hortalizas, a niveles variables de irradiacién, con
el fin de preservarlas y aumentarles el perfodo de vida Gtil.

Los antecedentes de experimentacién, en la preservacién de frutas tropi
cales de produccién mexicana han sido: Fresas: variedad Solana y Tioga,
mangos variedad Nativo Corriente y Manila, papayas Amarilla, jitomate
Bola, pifias Cayena, manzanas Delicia, plétano Dominico, durazno Ama-
rillo, melén Chino, naranjas vi\r'iedades Valencia y Tangerina: a diferen-
tes dosis de irradiacién, comparadas con un control no irradiado y hacien
do al mismo tiempo determinaciones fisicas quimicas, organolépticas,
bioquimicas y microbiolégicas.

Este trabajo de investigacién, se refiere al estudio experimental de las
naranjas variedad Tangerina, que se cosecharon en Tlapacoyan Edo, de
Vepacruz a 320 km, del D,F.

En 1972, segin Datos de la Comisién Nacional de Fruticultura, la cosecha
de tangerinas, fue aproximadamente de 1,500,000 toneladas, E1l consumo
de dichas frutas se hace durante los meses de noviembre a febrero y to-
mando en cuenta su volumen comercial, se considerd conveniente hacer es
te tmabajo para investigar, los posibles cambios o efectos que les puedan
producip al irradiarlas, con rayos gamma.



CAPITULO I
1.1 Historia

La necesidad del hombre, de alimentarse en forma regular y periédica,
lo ha llevado a buscar su alimento, y mds aun a almacenarlo para terer
lo siempre a la mano,.

Los alimentos que el hombre ha consumido ya sean de origen animal o
vegetal deben de ingerirse con el menor intervalo posible de tiempo,
desde el sacrificio o cosecha del alimento, pues la ausencia de vida,
produce descomposicién y pérdida de substancias nutritivas.

El almacenar comida, no es del todo provechoso, pues muchos alimentos
se descomponen y se hacen putrefactos, Es asf como el hombre en su
bisqueda, ha creado métodos de conservacién de alimentos; medios por
los cuales, ha aumentado el periodo comestible de los mismos.

Entre los métodos experimentados tenemos: El secado, salado, ahumado,
almacenaje en lugares frios y secos, la fermentacién, encurtiéndolos,
haciendo concentrados azucarados, envasdndolos y refrigerdndolos. (28)
También la preservacién conproductos quimicos, de los cuales los més
usados son: la sal, los &cidos, azlcares, especias, anhidrido sulfuroso,
alcohol, fumigantes, benzoatos, propionatos, nitritos, gases inertes,
estabilizadores, antioxidantes, antibiéticos, etc. y la conservacién con
agentes fisicos como vacio, calor, presibén, recubrimiento con parafina,
con silicato de sodio grasas y aceites, material de empaque, filtracién y
pulverizacién (4).

El método m&s moderno y de mayor impacto en la conservacién de alimentos,
es la irradiacién,

—o-



1.2 Irradiacién de alimentos.

Para irradiar los alimentos, estos se exponen en cdmaras especiales,
dejando que la emisidn radiactiva tenga contacto con ellos por determinado
tiempo.

Los alimentos pueden irradiarse por: bombardeo de electrones de alta
energia, rayos x o con rayos gamma.,
b

Se han empleado en esta investigacién los rayos gamma debido a su
mayor poder penetrante. La conservacién por irradiacién, puede efectuarse
en dos formas:

a). - Pasteurizacién.- que se cansigue mediante la exposicién de los
alimentos a dosis hasta de 500 krad, como por ejemplo utilizando dosis de
4 a 10 krad, y aplicdndolas a papas y cebollas, inhibiendo el crecimiento
de brotes o aplicando dosis de 20 a 60 krad, se logra la desinfestacién de
granos y cereales y con ello el exterminio de insectos (2).

b).— Esterilizacién.~ por medio de dosificaciones més altas de 2,000 a
4,000 & 5,000 krad, como por ejemplo: el tocino y otros subproductos del
cerdo, pollos y carne bovina, pueden empacarse y ser luego irradiados de
4,000 a 5,000 krad, lo que permite almacenarlos sin inconvenientes durante
un afo a temperatura ambiente,

La dosis de radiacién absorbida, se suele expresar en rads, que puede
definirse, como la cantidad de radiacién ionizante, que da lugar a la
absorcién de 100 ergios de energia por cada gramo de materia irradiada.

La cantidad de radiacién absorbida, depende de la clase de alimentos en
estudio y del recipiente quelos contenga.

1.3 Ventajas de la Irradiacién.

Las pérdidas econdmicas, tanto como la descomposicién de los alimentos
y en especial de las frutas, se debe a los insectos, a los hongos y a la
produccién de micotoxinas de estos mismos, también a la putrefaccién, a
la humedad, a las temperaturas inadecuadas y a los golpes sufridas en la
transportacién.



El objeto de irradiar las frutas, es evitar en parte lo anterior, ya que
es posible hacerlo con unidades mdviles en el mismo lugar de la
cosecha y mandarlas al comercio, confiando plenamente después de
haber establecido niveles de dosis y condiciones de almacenamiento,
en que conservarén el periodo de utilidad comercial, algunos dias més,

De las ventajas md&s importantes de la radiopreservacién se tienen:

a).- La radiacién, se puede aplicar a los alimentos a través de
cualquier tipo de empaque (8) con esto el procuctor y el consumidor
ganan, ya que por una parte el empaque puede tener la forma que se
quiera y también el contenido no sufrird riescos de reinfestacién al
empacarse.,

b).- Durante el proceso de la irradiacién, la temperatura aumenta sélo
unos cuantos grados aun a altas dosis de esterilizacién (8) con lo cual
es minima la desnaturalizacién y coagulacién de proteinas asi.como
descomposicién de azlcares y grasas.

c)e— La radiacién ionizante, puede preservar los alimentos por
inhibicién o destruccién de bacterias y otros microorganismos
(esterilizacién) Ej: salmorella y clostridium (5).

d).~ Durante el proceso de la irradiacién, los alimentos no sufren
efectos nocivos, ni se tornan radiactivcs con la ventaja que las dosis
reducidas de radiacidn, producen menos pérdidas de vitaminas que los
procesos de conserva, congelacién y deshidratacién (8).



Otras aplicaciones de la irradiacién son:

1.- Estimulo del crecimiento de las plantas con dosis bajas de
radiacién en semillas antes de plantar (8).

2,~- Inhibicién de la germinacién de brotes en tubérculos y raices
como cebollas y papas.

3.~ Retardo de la maduracién de las frutas, por ejemplo: papayas,
mangos, fresas, jitomates, etc,

4,- Esterilizacién de pardsitos (8) inhibiendo el desarrollo, de
aplicacidén en carnes y vegetales infestados con Tenia solium y
saginata, Trichinella spiralis asf como Fasciola hepdtica.

5.- Tratamiento de productos alimenticios infestados por alguras clases
de insectos,

6.~ En otros campos, esterilizacién de productos farmacéuticos y de ins
trumentos médicos y quimicos., -

1.4 Aceptacidn y experiencia.

Para aceptar productos conservados con la rediacién ionizante, como
alimentos de consumo diario, debe tenerse la plena seguridad de que no
produzcan alteraciones en el organismo.

Ya se han hecho pruebas a nivel de laboratorio, y algunas de las
referencias son:

En los Estados Unidos se irradié bacalao a dcsis de 2.8 a 5.6 Mrad y se
experimentd, afadiéndolo a la dieta de ratones, ratas y perros. Se

irradié también sardina a 0.4 y 0.8 Mrad probdndose en ratas y pollos.

En el Reino Unido, se irradié atin a 0.2 Mrad y se dié a comer a ratonés.
En la Replblica Federal Alemana, fueron irradiados arenques a 0,16 y

0.48 Mrad y probado en ratas. Nunca se han encontrado en la evolucién
toxicolégica, que estos alimentos irradiados hayan producido tumores, o
que hayan afectado a la fertilidad o a la hematologfa al afadirlo en las
dietas (9). Las recomendaciones al respecto de la Organizacién para la
Agricultura y Alimentacién de las Naciones Unidad, de la Agencia Interna
cional de Energia Atémica y de la Organizacién Mundial de la Salud (FAO/
OIEA /OMS), que tienen expertos comités son: que los alimentos irradiados
deberdn permitirse solamente si han sido probado al menos en dos especies
de vida diferentes, y que los datos concernientes a la toxicidad crénisa
pudieran obtenerse en especies no roedoras., Hay evidencias que aumentando
las dosis radiactivas, aumentan algunos importantes productos radioliticos
como por ejemplo el HoS en carne de res y carne de puerco irradiados,



malonaldehido en harinas irradiadas, hidrocarburos en carnes irradiadas,
malonaldehido en leche en polvo, los valores de lipidos y perdxidos au-
mentan en carne irradiada a altas dosis.

Aunque esto puede disminuirse casi totalmente haciéndola con rayos gamma,
rayos X e irradiacién en frio. Sin embargo y hasta el momento no hay
indicios de la presencia de substancias téxicas o cancerigenas en alimentos
irradiados en combinacién con atmdsferas inertes o al vacio y electrones

de energia inferior a 5.0 Mev (2).

Los siguientes paises ya han investigado alimentos irradiados: Estados
Unidos, Rusia, Francia, Polonia, Irdn, Suddn, Suecia, Libia, Malasia,
Filipinas, India, Nigeria, Inglaterra, Hungria, Portugal, Yugoeslavia,
Holanda, Espafia, Canad4, Israel, Japdn, Australia, Checoeslovaquia,
Tailandia, Corea del Sur, Perd, Brasil, Venezuela, México, Bangladesh,
Bélgica, Egipto, Rep. Federal Alemana, Indonesia,

Algunos paises ya tienen alimentos irradiados a la vental del pdblico como:
Estados Unidos: papas, trigo y productos derivados. :

Rusia: papas, cebollas, frutas secas, concentrados de alimentos secos,
carnes y carnes de aves sin entrafias, hortalizas, verduras, legumbr'es Yy
alimentos deshidratados.

Canad&: papas, cebollas, trigo y harina de trigo

Israel: cebollas y papas.

Holanda: Hongos, espédrragos, fresas,cacao, especias y cebollas (6.29).
Japdn: papas, y hace 1 afio se pidid ya el permiso para cebollas.

1.5 Fuente radiactiva,

Se utilizé una fuente de irradiacién Gamma beam 650 tipo IR-31 con una
actividad de 37,500 Ci al iniciar las investigaciones. El irradiador, es
un equipo panordmico con uan cavidad para dosis variables, disefado para
uso en un cuarto completamente blindado.

La fuente de Co-60 estd formada por 60 fuentes pequefias colocadas en 12
tubos verticales, las cuales estdn acomodadas en muestras cilihdricas vy
pueden tener didmetro variable.

La variacién de dosis en la cavidad de la fuente, puede ser realizada por
preseleccidn del didmetro de la abertura de la fuente (29).



1.6 Dosimetria

Para determinar la cantidad de energia absorbida al irradiar un
alimento, es necesaria la dosimetria. Para medir la dosis absorbida
de la radiacién ionizante, existen 2 métodos.

1.~ Métodos absolutos, - que incluyen la determinacién directa de la

intensidad de irradiacién o dosis por medios fisicos, por ejemplo, la
ionizacién producida por un gas. Estos métodos no son usados en la
rutina,

2,- Métodos secundarios.- en este caso la respuesta es conocida .
comparando con un dosimetro absoluto. Por ejemplo, la cdmara de
ionizacién pequefa y los dosimetros quimicos. (29).

La dosis de radiacién se puede calcular, por medio de la ecuacién de
Swope:

rads/hora=2,71 X 104X Fc 60 min/hora X A
o

En donde:

A= aumento de la densidad Sptica lefda en 304 nm de la solucién irradiada
sobre los controles no irradiados,

Fc= Factor de correccién para temperaturas diferentes de 25<TC.
t= tiempo de irradiacién de la solucién de Fricke en minutos (25).

El métodos utilizado, fue el de Fricke, que estd basado en la oxidacién de
una solucién 4cida de sulfato ferroso en presencia de oxigeno (16).

-



CAPITULO II EXPERIMENTACION
2,1 Seleccién y Tratamiento

Las naranjas variedad Tangerina, se clasificaron por su tamafio vy
madurez, cuidando gue presentaran aspecto y condiciones homogéneas.,

Se hicieron pruebas preliminares, con tres diferentes grados de madurez:
fruta de piel verde (tiernas), frutas con piel verde-manchas amarillas
(sazbn), y de piel completamente amarilla (maduras). Se utilizaron dosis
entre 5 a 300 krad para las de verdes y las maduras y dosis de 0 a 5 krads
para las de grado sazdn,

Por los resultados del estudio preliminar, se decidié tratar tres lotes de
naranjas de madurez grado sazén con 210 ejemplares en cada lote y a dosis
de: 0, 0,50, 1,0, 2,5, 5,0 y 10,0 krad,

2.2 Almacenamiento

Una vez irradiadas las naranjas, se colocaron en una cdmara de
maduracién a temperatura y humedad uniformes: 19+ 1 °Cy 45+ 5% humedad
relativa.

2,3 Difas de andlisis

Las tangerinas para sus determinaciones fisicas, quimicas, bioquimicas y
bioldgicas, se dividieron en siete andlisis desde uno hasta 28 dias, con los
siguientes intervalos: 0, 2, 5, 9, 14, 19, 24, y 28 dias despucs de la
irradiacién,

Las determinaciones que se realizaron fueron:

F{sicas,~ maduracién, peso, textura,

Quimica, - acidez total titulable, Vitamina C, azlcares reductores totales y PH.
Organolépticas. - Aceptabilidad por sabor.

Bioquimicas. - Actividad enzim&tica de la pectin-metilestearasa.
Microbiolégicas. — Hongos, levaduras y bacterias contaminantes

2,4 Determinaciones fisicas:
2,4,1 Determinacién de la madurez,

Se procedid a hacerla, por observacién visual del color externo de la piel y
se compard con una escala arbitraria, (cuadro No. VII)



2,4,2 Pérdida de peso (agua y volétiles).

Se hizo en todas las frutas, por determinacién
gravimétrica comin, determinando la pérdida de peso a
través de los diferentes dias de andlisis, compardndolo
con el peso inicial,

2,4.3 Determinacién del PH.
Se realizé con un potenciometro comin,

2,4,4 Textura
Se hizo con un texturémetro o peretrémetro,

2.4.,5 Aceptabilidad por el sabor,

Se utilizé el sentido del gusto, se formd un grupo de 4
degustadores empledndose escala arbitraria de sabor.,
(Cuadro No, VIII)

2,5 Determinaciones quimicas:

2,5,1 Acidez total titulable,
Se determind por el método cldsico de la titulacién volumétrica
con NaOH O, OIN e indicador de fenolftaleina.

2,5.,2 Azlcares reductores totales.

Se utilizé el método espectrofotométrico del sulfato cdpri co
alcalino con arsenomolibdato de sodio, empleando una longitud
de onda de 520 nm en un espectrofotémetro UNICAM y utilizando
celdas de cuarzo de 10 mm.,

2,5,3 Acido ascérbico y deshidroascérbico.

Se determinaron por espectrofotometria, con la 2.4 dinitrofenil hidracina
a longitud de onda de 520 nm en un espectrofotémetro UNICAM, modelo
SP 500,



2,6 Determinaciones bioquimicas:

 2.6.,1 Actividad enzimética de la PME
(pectin-metilestearasa).

E1 objeto de esta determinacidn, es el estudio de los cambios de la
actividad de la pectih-metilestearasa en el proceso de maduracién de
las frutas irradiadas en las diferentes dosis y en los testigos no
irradiados. Se cree que la textura de las frutas, es un fndice del
grado de polimerizacién y metilacién de los constituyentes pécticos.

Las tres enzimas que influyen preponderantemente en la estructura de
los constituyentes pécticos son: La pectasa o pectin-metilestearasa
(PME), la pectinasa o pectin-poligalacturonasa (PG) y la pectin transeli
minasa &cida (PATE) que son las responsables de la descomposicién de
los &cidos poligalacturdnicos en pectina (14).

La PME es la enzima que cataliza, los grupos metilenos en &cidos pec
tinicos y pectinas (3, 11), fue descubierta por Fremy en 1840 por ser

la responsable de la coagulacién de la pectina soluble en gel en presencia
de sales de calcio (3) El curso de la actividad enzimdtica, puede seguirse
por las siguientes reacciones:

A) Por la determinacién de los cambios en el contenido de ésteres,

B) Por el aumento de grupos carbonilos libres (6, 12)

C) Por la estimacién de la cantidad de metanol liberado (12).

Como todo constituyente enzimdtico, la PME, también es afectada por el
PH, la temperatura, la concentracién y los inhibidores,

La actividad de la PME en 30 veces mayor que la normal a pH 5.7 en

presencia de cationes monovalentes a concentraciones 0,2 M, en cambio
a pH 8.5 no se influye su actividad (3).
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Técnica:

Para la determinacién de la actividad enzimética de la PME, se utilizd
la titulacién volumétrica con NaOH O.OIN, utilizando como indicador el
rectivo de Hinton y haciéndose la extraccién de la enzima con solucién
de NaCI al 1% (P/V).

Reactivos,

a).— Solucidn de pectina al 0.25% (P/V) en solucién de NaCI 0.1 M
b). - Hidréxido de sodio O.IN y O.OIN

¢).— Solucién de cloruro de sodio al 10% (p/V).

d),~ Extracto de la enzima de la fruta (jugo).

e).— Reactivo de Hinton,

Azul de Bromotimol al 0,4% 1 vol,.

Rojo de cresol al 0.4% 3 vol.
agua destilada 1 vol.
Procedimiento:

a)e— Tomar 10 ml del jugo de las tangerinas.

b).— Extraer con 50 ml de la solucién de NaCI al 10%

c).— Colocar en un matraz 50 ml de la solucién de pectina al 0,25%.,

d). - Afadir al matraz 2 gotas del indicador de Hinton.

e).— Afadir solucién de NaOH O, OIN hasta cambio de color amarillo
a cereza, anotando los volimenes consumidos.,

Los intervalos de titulacién fueron:
o, 10, 20, 40, 80, 100, 120, 160 y 180 minutos.
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2,7 Determinaciones microbiolégicas:

La mayoria de los vegetales, tienen una contaminacién superficial
considerable de organismos del suelo, las frutas adquieren la flora
microbiana superficial por la contaminacién con el polvo y por el
manejo (12).

Las frutas con cdscara gruesa, son razonablemente resistentes a
la penetracién de las bacterias, a nenos que se magullen, las
frutas suaves, pueden dafiarse mis rdpidamente (27).

Las frutas &cidas ofrecen un medio ambiente selectivo para las
levaduras, hongos y bacterias, Cuando esto es asi se encuentra
un grupo caracteristico de microorganismos del suelo (10).

La determinacién de microorganismos que infestan y viven en las
frutas, es importante para determinar la confiabilidad en la alimen
tacién del hombre (4).

Las frutas ofrecen un buen habitat a los micproorganismos aerobios
en su cascara (30).

Para el estudio de los micproorganismos contaminantes de las
tangerinas, se hicieron andlisis a los 0, 2, 5, 9, 14, 19, 24, y 28
dfas después de la irradiacién.

Toma de B muestra.

De las frutas mas sospechosas, de posibles infestaciones por su
aspecto exterior, en cada lote y andlisis, se tomaron muestras de
la cdscara.

Procedimiento.~ Con el bistur{ estéril, se tomé de la parte de la
cdscara, donde la integridad, esté mis alterada, manchada o
deshidratada, también se tomé de la parte superior (pedinculo) y
de la inferior de la fruta,
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2761 Hongos contaminantes.

Los hongos pertenecen a un grupo de plantas que carecen de cloro-
fila, pueden ser mono o muiticelulares, las cflulas contienen

nlcleos verdaderos y paredes bien definidas. El cuerpo rudimentario
de la planta, el tallo, no estd diferenciado en raices, tallo y hojas

y la produccién es sexual o asexual, por medio de esporas,

A las plantas con estas caracteristicas, se les llama talofitas.

La taxonomia de estos vegetales rudimentarios es:

Hongos
Celulares Algas
Criptégamas Liquenes.
Reino Vasculares
Vegetal
Fanerégamas
Schizomicetos
Mixomicetos
Ficomicetos
Hongos L Ascomicetos
Eumicetos Basidiomicetos
Deuteromicetos
Adelomicetos
Actinomicetos

Se sabe, que la presencia de los hongos contaminantes, es importante
porque:

a) Son la causa principal de la descomposicién,
b) Algunas especies, son capaces de producir micotoxinas (10).

Siembra

Con una asa estéril, se procede a sembrar, en tubos inclinados de agar
glucosado de sabouraud. Sembrando un tubo para cada dosis,

La siembra se efectua, haciendo una estria en el tubo inclinado,
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Se dejaron los tubos a incubacién al medio ambiente, y se hicieron
anotaciones, con las apreciaciones del crecimiento a intervalos de
cinco dias.

Examen del cultivo

El examen preliminar del cultivo, se realizé colocando el tubo sobre
la platina del microacopio y el examen de la parte o borde del plano
inclinado del medio con objetivos de poco aumento,

Los hongos filamentosos, se colocan en un montaje liquido, como

el lactofenol y el azul de algodén y se separan suavemente los

elementos dél hongo con agujas apropiadas.,

Colorante de lactofenol-azul de algoddn (17).

Cristales de fenol 2 Qe

Ac, l&ctico 4 ml,
Gliceprina 4 ml,
Agua glicerinada 20 ml.

Técnica del microcultivo

Después de observarse bien definido el crecimiento de las colonias,
se procedid a hacer microcultivos, tdcnica a través de la cual se
aislan las colonias para su mejor estudio,

Material:

Cajas de petri estériles,

Tridngulos de varilla de vidrio estériles.

Pipetas de 10 ml. estériles.

Pinzas y bistur{ estériles,

Medios de cultivo,

Se utilizaron cuadritos de 1 cm? de agar glucosado de Sabouraud
y agua glicerina al 10%, estériles.
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Medio de agar glucosado en Sabouraud.

Glucosa (o maltosa) 20 g
Agar 36 g
Neopeptona 10 g
Agua destilada 1000 ml
Procedimiento:

1,—- En una caja de petri estéril, se colocan: un tridngulo y un
portaobjetos esterilizados,

2.— En el portaobjetos dentro de la caja, se coloca con las pinzas,
un cuadrito del medio de cultivo.

3.- Se toma una asada de la colonia elegida y se siembra haciendo
punciones en las aristas del cuadrito.

4,~ Se deja incubar a 28° C,

5.~ A los 4 § 5 dias se observd crecimiento.
Las colonias ya desarrolladas, se resiembran en tubos inclinados
con agar glucosado de Sabouraud para obtener las cepas.

Crecimiento y desarrollo.

Se observé abundante crecimiento en todos los lotes en las dosis de
1.0, 2.5 y 0.5 krad y en menor cantidad en las dosis de 5.0 y 0,25
krad y muy poco crecimiento en el control o sea O krad, al cabo de
10 dias.

Para comparar mejor el crecimiento, se expuso un testigo al aire
libre, en el cual no se observé desarrollo de algin contaminante.

Por regla gereral, el crecimiento de las colonias, en todos los tubos
fue primero en hongos del género Mucor que tardé aproximadamente
de 4 a 5 dias en crecer as{ como los géneros Rhizopus y Nigrospora,
Alrededor de 6 a 7 dias la presencia del género Penicillium y
posteriormente en un intervalo de 7 a 20 dfas el crecimiento de

diferentes hongos contaminantes,

Crecimiento de hongos contaminantes en la fruta,
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Las frutas al ser irradiadas, cambian en algunas dosis su color
y su textura, En las dosis de 1.0, 2,5 y 5 krad. a partir de los
%4 dias se observd crecimiento de contaminantes por debajo de las
frutas o en zonas lesionadas. En cada andlisis, siempre se
encontrd una fruta con este aspecto.

2,7.2 Descripcién de los géreros encontrados.

1.~ Penicillium,

La colonia crece rdpidamente de 3 a 5 cm de didmetro en 8 dias, es
al principio blanca, pero después toma color verde azulado y un as-
pecto polvoriento, debido a la abundante produccién de esporas a partir
del micelio aéreo.

Las hifas portadoras de esporas, forman el pincel o cepillo car‘actem'g
tico.

Los conidios aparecen en cadenas no ramificadas las cuales se han
dispuesto en verticilio. Fig. # 1,

2,—- Aspergillus,

La colonia es compacta, de crecimiento lento de 2.5 cm a los 8 dias.,
Es al principio blanca, después verde azulada con &reas amarillas
diseminadas por la superficie., La estructura portadora de conidios
es una hifa alargada, no tabicada, ramificada que nace de una célula
pedal en el micelio, se ensancha ensu extremo, formando una vesicula
formadora de estigmas. Algunos Aspergillus, desarrollan peritecios
que contienen ascos y ascosporas. Fig. # 2,

3.- Rhizopus.

Es un hongo de crecimiento rdpido, llena la caja de petri o un tubo
inclinado en 5 difas, con un micelb algodonoso aéreo y denso, al prin
cipio blanco, después gris obscuro. Entre los micélios aéreos no ta
bicados existen numerosos estolones, que unen fasciculos o grupos de
esporangiéforos no ramificados, que se unen en el punto de contacto
del estoldn con alguna superficie (medio o vidrio) en cuya punta se
produce un penacho de hifas parecidas a rafces o rizoides. Los
esporangiéforos, terminan en esporangios llenos de esporas y globos
negros.
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Se diferencian del Mucor por la presencia de estolones,
rizoides y esporangiéforos no ramificados que nacen en el
fasciculo. Fig. # 3.

4,— Mucor,

Hongo de crecimiento rdpido, que llena el tubo inclinado o la caja
de petri en 5 dias, con micelio aéreo, \elludo, abundante, al
principio blanco, después gris obscuro.

El micelio vegetativo no tabicado da origen a gran ndmero de
esporangiéforos de longitud desigual que se ramifican irregularmente
y portadores de esporangios globosos terminales llenos de esporas.
Fig. # 4.

5,= Fusarium,

Hongo de crecimiento rdpido. Es al principio, blanco y algodonoso
pero rdpidamente desarrolla color rosa intenso en el centro y rosado
pdlido en la periferia.

Ramos cortos de hifas dan origen a los conidiéfors verticilados

- de los cuales parten los conidios multitabicados, largos en forma

de uso o media luna, terminados en punta., Fig. #5.

6.~ Alternaria.

Colonia de crecimiento rdpido, desarrollan su micelio cerca de la
superficie del agar, gris al principio después negra con periferia
grisasea., El reverso de la colonia es negra. Al principio el mi-
celio aéreo no es abundante, pero después desarrolla dreas de micelio
aéreo algodonoso, - liso,blanco que pronto se torna en blanco mate o
gris y que finalmente puede cubrir el micelio negro en esporulacién,
Fig. # 6.

7.~ Nigrospora,

Hongo de crecimiento rdpido 70 mm en 6 dias, forma un crecimiento
aéreo, blanco, lanudo, compacto, que forma color gris debido al
micelio pegro en trance de esporulacién sobre la superficie del agar.
El reverso del cultivo es negro. Los conidios son grandes, negros,
brillantes y globosos., Fig. # 7.
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8.— Paecilomyces,

Colonia de crecimiento rdpido, cubre en capa delgada la superficie
del agar y toma color pardo amarillento, debido a la abundante
produccién de conidios. Las hifas portadoras de conidios, son
parecidas al género Penicillium. El aspecto del estirigma que

nace aisladamente de la hifa, su extremo caracteristico que termina
en un largo tubo portador de conidios que se encurvan alejdndose del
eje principal del estirigma y las células accesorias o macrosporas,
lo permite diferenciar del género Penicillium. Fig. # 8,

9,.- Streptomices,

Colonia de crecimiento lento, coridcea tiene un didmetro de apenas
2 cm, en unos dias. La colonia pronto se torna negra y se cubre
de una superficie blanca, fina. Muchas especies producen gran
variedad de colores debido a la formacidén de pigmentos caracteris—
ticos., Fig. # 9.

10.- Neurospora.

Colonia de color amarillento intenso de crecimiento lento. Es
octosporada y hermafrodita,

Las esporas son de color café obscuro.y negro con estrias sobre
la pared externa que caracterizan al género Neurospora y le dan su
nombre,

11.~- Botrytis,

Colonia de crecimiento rdpido, conidios grandes, ovales o esféricos,

se producen en extremos conidiéforos erguidos o ‘ramificados. Los
conidios no estdn en cadenas, sino mds bien en formaciones capitulares.
Pueden ser hialinos o en algunas especies brilantemente coloreados.

12, - Cladosporiums,

Colonia de crecimiento lento, Forma conidios bicelulares obscuros,
Contiene gran cantidad de especies saprobias,

-18-



2ol 536 Levaduras contaminantes.

El tdrmino levaduras, se refiere a los Ascomicetos y Deute-
romicetos que poseen un talo unicelular, se reproducen asexual

y sexualmente y producen ascosporas en un saco desnudo que se
origina de un cigoto o partenogenéticamente de una sola célula
somdtica,

También se incluyen dentro de las levaduras formas en las cuales
no se conoce la produccién de ascosporas pero que poseen todas
las caracteristicas mencionadas y que no relacionan de manera evi
dente con otros grupos de hongos. (1).

Distribucién e importancia.- Las levaduras se distribuyen, sobre
la tierra, son particularmente abundantes en los sustratos que con
tiene azlcares (7); tales como el néctar de las flores y la
superficie de bs frutos (30).

Estructura somdtica.

L.as levaduras, son oganismos unicelulares, en contraste con la
mayoria de los restantes ascomicetos, Poseen pared celular
definida y entre otros compuestos contienen quitina y un ndcleo
pequefio pero visible, rodeado de citoplasma, Una gran vacuola
ocupa gran parte de la cflula, En el citoplasma, hay otras inclu
siones. Las células de las levaduras, varfan en forma segin la
especie y aun dentro de la misma especie, Pueden ser globulosas,
ovoides, elongadas o rectangulares, A wveces, se adhieren en
cadenas para formar un pseudomicelio,

Observadas individualmente, las células de las levaduras, parecen
incoloras, pero cuando se les cultiva en medios artificialmente
sélidos, producen colonias blandas de color crema o tefidas con
pigmentos caracteristicos,

Tanto las caracteristicas de las colonias como las reacciones
bioquimicas que presentan, son (tiles para la taxonomia de las
levaduras, un grupo dificil de clasificar,
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Procedimiento.,~ Se procede a sembrar, de cada dosis en un
tubo con medio de gelosa peptona. Se llevaron los tubos a
incubacién 4 dfas a 28° C y se hicieron anotaciones, con las
apreciacionas del crecimiento cada 2 dias,

Después de observarse, bien definido el crecimiento de las
colonias, se procedié a hacer observaciones al microscopio,
para conocer la morfologia de las colonias.

Medio de cultivo.

Gelosa-peptona:
Composicién (gramos/litro.

Peptona especial 10 g.
D ( + ) glucosa 20 g.
Agar agar 17 g.

Se afaden 47 g del medio a un litro de agua destilada.
Se esteriliza en autoclave (16 min, a 120°C y a pH= 5.5 = 5,7

Crecimiento y desarrollo

Se observé crecimiento en todos los lotes. Pero de mayor abundancia
en las dosis de 2,5 y 0,5 krade En menor abundancia en las dosis
de 5.0 Y 0525 kmdo

2.7.4. Géneros encontrados.

En todos los andlisis se encontraron estos géneros:

Saccharomices y Rhodotorula,

Saccharomices.— Es una levadura ascosporada de forma redonda u
ovalada gque se multiplica por gemacién., Es uma levadura filamentosa
ascosporada.

Se identificd plenamente al hacerla crecer en medios de zamahoria Y
gis sumergidos en agua peptonada pues aproximadamente entre los 10
y 15 dfas presenta las ascas caracteristicas al mirarse en el
microscopio en preparaciones frescas,
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Medio de zanahoria,.

En un tubo de ensayo, estéril, se colocan 5 ml, de agua peptonada
al 10% y después se introduce un pedacito de zanahoria (aprox. de
4 cm, de largo) se inocula, tomando del medio de gelosa peptonada.

Para el medio del gis se siguen los mismos pasos, (Unicamente
cambia la zanahoria por un pedacito de gis (aprox. 4 cmq).

Rhodotorula,- Es una levadura de la familia: Cryptococaceae
que es reconocida ficilmente, Produce una colonia rosada, rosa
o anaranja da., Es uno de los contaminadores mds comunes en
el laboratorio. Se identificd plenamente, por su morfologfa, en
observaciones al micposcopio y por el color de las colonias.

247454 Bacterias contaminantes, .

Las bacterias son, un grupo universalmente distribuido. Viven en
las frutas, generalmente en la cdscara, de lo cual sabemos que
son aerobias, o sea que requieren de axigeno de la atmésfera para
su metabolismo. (12)

Se estudiaron en este experimento, bacterias de tipo aerobio.

Procedimiento, -

Se procede a sembrar de cada una de las dosis en un tubo con
caldo de enriquecimiento llamado caldo cerebro corazdn (c.C.c.)
se incuba durante dos dfas.

Del caldo de enriquecimiento, se resiembran para cada dosis en medios
de gelosa nutritiva para bacterias Gram negativas y en medio 110 para
desarrollo de bacterias Gram positivas.s Se incuba a 37° C durante
cuatro dias y se observa el crecimiento., Para inhibir el crecimiento
de hongos, se afiadié un mililitro de solucién al 5% de Actidiona.

Se hacen frotis del desarrollo bacteriano utilizando la tincién de Gram,
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Tincién de Gram.

El frotis se prepara, tomdndose una asada de la colonia, que
se extiene en un portaobjetos con una gota de agua destilada y
se fija a la flama del mechero,

1.~ Como primer paso se cubre el frotis con cristal violeta
durante un minuto.

2,~ Se lava con agua de la llave y se cubre con lugol un minuto.

3.~ Se lava con agua. Se decolora al gotear alcohol-acetona,
hasta color gris.

4,~ Se escurre la mezcla de alcohol-acetona, se vuelve a lavar al
chorro del agua y, para hacer contraste, se afiaden unas gotas
de safranina durante 30 segundos.

5.~ Se lava y se seca al aire, Se observa al micproscopio con
aceite de inmersidn.

Crecimiento y desarrollo,

E 1 crecimiento en los medios, se observd en forma abundante para
las dosis de 1,0, 2,5, 5.0 y 0.5 krad respectivamente y menor
crecimiento en las dosis de 0,5 y O krad. En medio de gelosa
nutritiva, en el cual crecen en general microorganismos Gram
negativos, se observd crecimiento de colonias extendidas y mucoides,
Siempre se encontrd este tipo de colonia,

En el medio de 110 no se encontré resultado positivo,

Medios utilizados:
Gelosa nutritiva.

Peptona 10/g

Extracto de carne 3/ pH ajustado a 7.8
Grenetina 4/g

Agar 18/g

Agua destilada 1000/ml

Medio 110

Peptona 10/g  (18)

Agar 15/9

Nacl 5/9

Agua destilada 1000/ml
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2,7.6. Especies encontradas.

De acuerdo con la morfologfa de las colonias, de la observacién
microscdpica de los bacilos y de sus pruebas guimicas

especificas, se concluye: que las tangerinas estaban infestadas o
se contaminaron, con microorganismos de género Pseudomonas.

Este género de microorganismos, pertenecen a la familia pseudomona
daceae. Son bacilos rectos, mdviles, con flagelos polares, oxidan

a los compuestos orgdnicos, son aerdbios, producen pigmentos hidro-
solubles en el medio en el cual se difunden y son microorganismos
de amplia distribuidoh en el suelo y en el agua (12,21,30).

Ahora describe las pseudomonas encontradas,

Pseudomonas spe

Son bacilos pequefios, generalmente rectos aunque pueden ser algo
curvos, son activamente méviles y poseen de uno a tres flagelos
polares., Se tifien fAcilmente con los colorantes de anilina. Se
obtiene un desarrollo excelente a 37° C, Generalmente en agar
después de 24 horas de incubacidén se producen colonias extendidas,
grandes, blandas, lisas, grisiceas, que pueden llegar a ser
confluentes a cubrir todo el medio. Licla rdpidamente la gelatina,
No produce sulfuro de hidrégenoc., No desdobla la urea ni produce
indol, lleva a cabo oxidaciones completas,
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CAPITULO III
RESULTADOS Y CONCLUSIONES.
3.1 RESULTADOS.

PECTIN-METILESTEARASA (PME).

Los resultados de los promedios de los andlisis, se muestran en los cua-
dros 1 al 6 y en las gréficas 1 a la XII,

Las gréficas I, III, V, VII, IX y XI muestran la actividad enzimdtica a
los 2, 5, 9, 14, 19 y 24 dfas de irradiacién,

Se hace una comparacién entre los promedios de los controles, el pro-
medio de las frutas irradiadas y el promedio de las dosis.

En las gréficas II, IV, VI, VII, X y XII, se hace comparacién del prome-

dio de la actividad enzim&tica de los controles y en las muestras irradia-
das,

Microbiologfa:

Se aislaron de la cdscara los siguientes microorganismos:

HONGOS:

1.~ Penicillium Fig. #1
2.- Aspergillus Fige #2
3.~ Rhizopus Fige. # 3
4,- Mucor Fig. #4
5.— Fusarium Fig. #5
6. Alternaria Fig. # 6
7+— Nigrospora Fige #7
8.,— Paecilomyces Fig. #8
9.~ Streptomyces Fig., #9
10.~ Neurospora

11.- Botrytis

12,- Cladosporium
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LEVADURAS

1.~ Saccharomices
2.~ Rhodotorula

BACTERIAS

1.~ Pseudomonas
2,- Acetobacter

3.2 Discusién:

PECTIN-METILESTEARASA (PME)

A los dos dias de irradiacidn, el control muestra més actividad que
las frutas irradiadas, a excepcién de la muestra que recibié un nivel
de dosis de 1 000 rads (gréfica No. II).

A los cinco dias de irradiacidn, las muestras con dosis de 2 500 y 1 000
rads, estd mis activas que el control, las dem&s muestras, estd menos
activas que él. (gréficas Il y V). ‘

A los 9 dias de irradiacién, sigue activa més que el control y las demés
dosis, la de 1 000 rads (gréficas V y VD,

A los 14 dfas de irradiacién, el control incrementa su actividad notable-
mente; las muestras irradiadas presentan menor actividad (gré&ficas VII

A los 19 dias de irradiacién, se inhibid la actividad del control y las
muestras irradiadas estfhmds activas (gréficas IX y X).

A los 24 dfas después de la irradiacidn, la actividad enzimdtica del con-
trol es mayor que la de las frutas irradiadas (gréficas XI y XII).

Micprobiologia:
Durante el desarrollo de la experimentacién, se noté menor incremento

de crecimiento de hongos en las dosis de 0.5, 0.25 y 5.0 krad en ese orden
y de mayor crecimiento en las dosis de 1,0 y 2.5 krad,
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Las levaduras y las bacterias, incrementaron su crecimiento en las do-
sis de 2,5 y 0,5 krad y menor crecimiento en las dosis de 1,0, 0.25 y
5.0 krad,

Siempre se observ$ que en las frutas con magulladuras, golpes o pica-
duras hubo mayor crecimiento de contaminantes.

No se observd crecimiento de hongos, levaduras y bacterias patégenas pa
ra el hombre, sSlo contaminantes normales en la fruta y en cualquier la—
boratorio de experimentacién. -

3.3 Conclusiones.

Se notd que en las naranjas, variedad Tangerina que presentaban algunas
picaduras o magulladuras no visibles habia un crecimiento mayor de hon
gos y levaduras contaminantes; tanto en el cdscara como en los medios
de cultivo. En los controles no irradiados, que presentaban algunas pica
duras y magulladuras, el crecimiento de hongos contaminantes no fue ma
yor al de las frutas irradiadas. -

En frutas tanto irradiadas como no irradiadas que no tenfan ninguna lesién
visible en la cdscara, no se presentd crecimiento de hongos contaminantes.

Lo anterior demuestra que la irradiacién no alterd las capas protectoras ex
teriores de la fruta,

El tratamiento de irradiacién es altamente significativo (1%).

Se encontrd la dosis mihima 8ptima de preservacién. (5Krad), aungue el
método es (til solamente para Tangerinas grado sazén, no asi para frutas
tiernas (verdes) o maduras (amabillas o anaranjadas).

Se sugiere para una investigacién posterior, la alimentacién de organismos
vivos con dietas parciales y totales, control e irradiadas a corto plazo (un
afo) u a largo plazo ( crdnico ) y demostrar la utilidad de la radiopreserva-
7
cion,
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1 GENERO PENICILLIUM,
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FIG. No



FIG. No.2 GENERO ASPERGILLUS.



FIG. No.3 GENERO RHIZOPUS.




FIG. No.4 GENERO MUCOR.




FIG. No.5 GENERO FUSARIUM,




FIG. No.6 GENERO ALTERNARIA,



FIG. No.7 GENERO NIGROSPORA.
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FIG. No.8 GENERO PAECILOMY CES.






ov

Irradiado

Tie mp
Min

250

500

1000

2500

5000

Total

Total

Prom,

le]
Do
sis

RADS

16.1

11.6

20

16.1

11.6

40

41,8

32,5

6.5

80

16.8

10.1

14,5

13.8

13.4

10.5

79.1

62,3

12.4

P.M.E. En Tangerinas 2 dias después de la irradiacién
CUADRO No, 1

100

21,6

14.2

17.8

18,3

17.9

13.5

103.3

81.7

16,3

120

30,2

22,4

26,4

29,5

27,9

23,5

159.9

129,7

25,9

160

34,7

24,6

26.4

36.6

29,4

23,5

175.2

140,5

28.1

180

37.7

28,5

35.4

40,7

35.7

30,2

208,2

Total

159, 3

103.9

132.8

156.,9

141.1

10,57

799,7

Prom.

19,9

13.0

16.6

19.6

17.6

13.2



84

Irradiado

Tiempo

Min Do

sis

RADS

250

500

1000

2500

5000

Total

Total

Prom.

20.8

16.8

20

20.8

16.8

40

80

14,5

12,83

10.8

13.4

15.9

13.0

79.9

13.8

P.M.E. En Tangerinas 5 dias después de la irradiacién
CUADRO No, II

100

18,2

16,0

17.5

18.9

21,9

17.5

111.2

92,8

18.5

120

27,2

24,2

22,3

26,6

2749

250

158.2

126

25,2

160

27.2

25.3

25,3

28,8

30,9

29,5

167

139,8

27.9

180

34,7

38.5

32,0

34.8

38,5

36,2

209,7

175

35

Total

135.9

113.5

119

141.8

159.3

128,7

795,1

Prom.

16.9

14,1

14.8

17.7

19.9

16



cv

Irradiado

Tiermpo
Min Do
sis
RADS

250

500

1000

2500

5000

Total

Total

Prom.,

10

20

10,0

29,6

20,3

80

18,3

11.5

18.1

7047

52,4

10.4

P.M.E. En Tangerinas 9 dfas después de la irradiacién
CUADRO No, III

100

24,3

16.7

18

22,5

16,8

28.7

122

97.7

19.5

120

32.5

23.4

27,3

26,9

27.4

170.1

137.6

2745

160

34,0

24,1

29,5

34.8

30,6

30.4

183.4

149.4

29,8

180

42,6

31,6

37.7

45,0

37.3

39.4

233,6

191

38,2

Total

169.2

109.5

121.5

170,5

120.2

158.7

834,9

Prom.

21.1

13.6

15.1

21,3

15

19.2



Irradiado

Tiempo
Min Do
sis
RADS

250

500

1000

2500

5000

Total

Total

FProm,

78

20

11.5

40

19

10.1

31.3

12,83

80

29,8

20

10.1

12,6

88,8

59

11,8

P.M.E.

100

42,1

20

10,1

12.6

101,.1

59

11,8

En Tangerinas 14 dfas después de la irradiacién
CUADRO No. IV

120

56.7

14,5

29,3

15,7

18.2

15,6

150

93,3

18.6

160

67.2

25,0

39.5

26,2

30.5

29.4

217.8

150,.6

30,1

180

7743

33.6

47,3

32,5

33,8

32,7

258,2

180,9

36,1

Total

311.4

86,5

166,.2

94,6

1238,7

110.4

892,.8

Prom.

38.9

10.8

20,7

11.8

15,4

13.8



Irradiado

Tiempo
Min Do
sis
RADS

250

500

1000

2500

5000

Total

Total

Proms,

10

20

40

21,2

13.4

80

21,6

14,9

58,9

37.3

P.M.E. En Tangerinas 19 dias después de la irradiacién
CUADRO No., V

100

24,6

14,9

8,6

6.7

58,9

37.8

120

33,2

19,7

17.9

12,3

14,9

101

67.8

160

35,2

24,2

23,1

13.5

25,5

22,4

144,.2

109

13.6

180

29,7

27,2

17.6

29.1

28,0

172

131.4

26,2

Total

162,.8

110.1

82,4

34,1

84,4

85.4

559,2

10.5

10.6



Irradiados

250

500

1000

2500

5000

Total

Total

Prom,

10

P.M.E. En Tangerinas 24 dfas después de la irradiacién
CUADRO No. VI

A 4

20 40 80 100 120 160 180 Total Prom,
o) 5.6 13.8 13.8 28,8 28,8 39,8 77 180.6 16.3
(o) 4,3 11.8 11.8 22,8 22,8 37,.8 111.3 13.9
0] (o] 7.5 8.0 18.5 18.5 33.5 86,0 10.7
(0] 2,7 10.2 10.2 21,2 22,4 29,9 96,9 12,0
(o} 0 8.2 8.2 23,9 2745 35,7 103.5 12,9
(0] 3.2 12,9 12,9 26,4 26,4 36,9 118.7 14.8
(0] 15.8 64,9 64,9 141,.6 146.4 213,4 647 =

0] 10.2 51.1 51.1 112,8 117,6 173.8 = e

(o) 2,0 10.2 10,2 22,5 23,5 34,7 & -



ACEPTABILIDAD POR EL SABOR
ESCALA ARBITRARIA DE ACEPTABILIDAD PARA TANGERINAS
CUADRO No, VII

ESCALA DESCRIPCION
1 Mi:y amargo

2 amargo

3 poco amargo

4 muy &cido

5 &cido

6 poco &cido

7 simple

8 poco dulce

9 dulce

10 muy dulce

11 poco fermentado
12 fermentado

13 muy fermentado
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VA%

Madurez

Escala arbitraria para tangerinas (%)

CUADRO No,VVIII

Madurez Colores Valor
Verde Amarillo Anaran-— Café Sazbn Verde
jado Negro

Muy verde > 50 < 20| ---- @ o |---- 2
Verde > 25 < 20 -—— (@ 40 2 4

1/2 verde a)20 | (@ 90 -—-- @ 4 |4 6
1/2 madura < 10 > 40 - @ &0 6 8
Madura - = @ 20 - @ 40 8 10
Muy madura - - @ 20 @) 20 @ 40 10 18

' Desechable - =l == @) 40 2 20 |12 14

a = alrededor de -
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ACTIVIDAD DE LA P.MsE. EN TANGERINAS,
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P.M.E, EN TANGERINAS
GRAFICA No. 1I 5 DIAS DESPUES DE IRRADIA CION

T il
AL 00 BURL DR IT T4:A0TADO

] III ErOMBEOIO LOSIS

40+

36

324

284

241

204

16

MINUTOS

0 10 20 40 80 100 120 160 180

$ ' ’ i
250 500 1000 2500 5000
DOSIS RAD




ACTIVIDAD P.M.E. EN TANGERINAS
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ACTIVIDAD P.M.E. EN TANGERINAS
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P.M.E. EN TANGERINAS
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