UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Recubrimiento de limones (Citrus aurantifolia) con quitosan y aceite esencial de

naranja para alargar su vida util.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

INGENIERA EN ALIMENTOS

PRESENTA

MAYRA BEATRIZ MALDONADO HERNANDEZ

ASESORA: DRA. SUSANA PATRICIA MIRANDA CASTRO

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR

DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

(§¥21]

VAIVER% IDAID NAQ)IONAL
AVPPReM A DE
MEZRICO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: M. EN A. ISMAEL HEléNANi)EZ MAbrICIO
Jefe del Departamento de Exdmenes Profesionales
de la FES Cuautitlan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Tesis y Trabajo Profesional

Recubrimiento de limones (Citrus aurantifolia) con quitoséan y aceite esencial de naranja para alargar su
vida atil.

Que presenta la pasante: Mayra Beatriz Maldonado Hernandez
Con ntimero de cuenta: 408045364 para obtener el Titulo de la carrera: Ingenierfa en Alimentos

Considerando que dicho trabajo reline los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE ) )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitién 1zcalli, Méx. a 18 de Mayo de 2016.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL. JURADO

NOMBRE
PRESIDENTE Dr. José Francisco Montiel Sosa
VOCAL Dra. Susana Patricia Miranda Castro
SECRETARIO M. en C. Tais Nopal Guerrero
ler. SUPLENTE M. en C. Maria Guadalupe Amaya Leon \}D
2do. SUPLENTE ~ LA. Ana Maria Soto Bautista \ gl

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

IHM/cga*



DEDICATORIA

A mi asesora y amiga

Dra. Susana Patricia Miranda Castro

A mis padres
Beatriz Hernandez Gonzalez

Abundio Maldonado Hernandez

A mi hermana

Claudia Gabriela Maldonado Hernandez

A mi abuelita

Leonor Gonzalez Serrano

A mi novio

César Omar Martinez Tonda



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México por otorgarme la oportunidad de ser parte de
su comunidad y formarme como profesionista, un orgullo para mi haber pertenecido a la

maxima casa de estudios.

A mi asesora de tesis, Dra. Susana Patricia Miranda Castro una persona a la que admiro
como persona y como profesionista, gracias por brindarme todo su apoyo, gracias por ser
parte de esta recta final, me enorgullece haber trabajado a su lado, gracias por lo que

compartié conmigo.

A mis padres, guerreros incansables que con su amor y apoyo me han impulsado a culminar
esta etapa, gracias por siempre dar lo mejor de si para nosotras, gracias por estar ahi en las
buenas y en las malas , por brindarme su mano después de cualquier tropiezo ayudandome

y guiandome para continuar y siempre ser mejor cada dia. Los amo!!!

A mi hermana un ejemplo para mi, gracias por estar conmigo en las buenas y en las malas,
te agradezco la motivacién recibida, gracias por los lindos momentos que hemos vivido, te

quiero mucho, me enorgullece poder llamarte hermana.

A Omar, gracias por ensefiarme que no hay limitante alguna cuando uno se propone algo,
gracias amor por tu apoyo incondicional, por todos los bellos momentos que me has
brindado, gracias por ser participe de este maraton siempre echandome porras y nunca
abandonandome, gracias por todas ensefianzas brindadas, gracias por hacerme mas
ambiciosa en cuanto a la adquisicion de conocimientos, me siento una mujer afortunada de

tenerte a mi lado, hemos logrado una unidad, por eso y mas gracias amor, te amo.



A mis abuelos un ejemplo de vida, un agradecimiento especial a mi abuelita Leonor por ser
una mujer admirable, tan buena y bondadosa, siempre dispuesta a apoyar y a ayudar a los

demas de manera incondicional.

A mis tios y primos por siempre creer en mi, y estar conmigo en las buenas y en las malas,

y ser un apoyo a lo largo de mi vida, gracias por todo.

A Mariana Jiménez Galicia por ser mas que una companera y amiga, por estar de manera
incondicional en todo momento, gracias por todos los bellos momentos que hemos vivido te
quiero mucho, gracias por formar parte de mi vida personal y de mi formaciéon académica, sin

duda mejor equipo no pude encontrar.

A mis sinodales gracias por haber formado parte de mi formacion profesional y por guiarme
en este ultimo paso para culminar mi carrera y por sus contribuciones para la mejora de este
proyecto. Gracias Dr. José Francisco Montiel Sosa, Dra. Susana Patricia Miranda Castro, M.
en C. Tais Nopal Guerrero, M. en C. Maria Guadalupe Amaya Leén e |.A Ana Maria Soto

Bautista, mi admiracién y agradecimiento para cada uno de ellos.

Un agradecimiento especial al proyecto PAPIME PE203211. Innovacion y fortalecimiento de
la ensefianza teodrica practica de la biotecnologia para asignaturas terminales de las ciencias

bioldgicas.

Gracias a cada uno de los profesores y compaferos que participaron en mi formacion
académica, gracias por cada ensefianza brindada, por cada conocimiento adquirido, gracias

a todos por ser parte de este capitulo de mi vida.

A dios gracias por permitirme culminar con esta etapa.

“En la vida hay algo peor que el fracaso: el no haber intentado nada”

Franklin D. Roosevelt.



INDICE
INDICE DE FIGURAS

iINDICE DE TABLAS

‘Eé\p&uelr?elr'a'?‘la%\eégg%]etfﬁmén.

_1.1.1 Definicién y clasificacion del limon.

_1.1.2 Importancia

_1.1.3 Produccién del limén

_1.1.4 Calidad del limén

_1.1.5 Danos que puede sufrir el limoén

_1.1.6 Posibles hongos en el limén

_1.1.7 Tratamientos para evitar hongos

1.2 Generalidades de los Polisacaridos

_1.2.1 Estructura y caracteristicas

_1.2.2 Obtencién

_1.2.3 Quitosan

_1.2.4 Aplicaciones del Quitosan

_1.2.5 Quitosan como recubrimiento de alimentos
_1.2.6 Funciones antibacterianas y fungicidas del quitosan en alimentos
1.3 Generalidades de los aceites esenciales
_1.3.1 Propiedades de los aceites esenciales

_1.3.2 Aceites esenciales como recubrimientos de alimentos

Capitulo 2. Metodologia Experimental

2.1 Definicién de .
2.2 Cuadro Metodoldgico.

2.3 Materiales y Métodos

_2.3.1 Actividades Preliminares

_2.3.2 Objetivo Particular 1

__2.3.2.1 Aislacion de los hongos patégenos
_2.3.2.2 Purificacion de los hongos patégenos
_2.3.2.3 Identificacion de los hongos patégenos

_2.3.4 Objetivo Particular 3

© 0 o0 o u b~ b

10
14
14
14
15
15
17
18
19
20
22
24
25
26
26
34
34
34
36
38


Lorenap
Texto escrito a máquina
Capítulo 2. Metodología Experimental

Lorenap
Texto escrito a máquina


__2.3.4.1Recubrimiento de limones con quitosan al 0.5% y el aceite esencial elegido
_2.3.4.2 Pruebas de Calidad de recubrimiento elegido
Capitulo 3.. Resultados y Discusion

3.1 Obtencién del quitosan

_3.1.1 Caracterizacion

3.2 Objetivo Particular 2

3.3 Objetivo 3

_3.3.1 Color

_3.3.2 Determinacion del Ph

_3.3.3 Cantidad de jugo

_3.3.4 Determinacion de acidez

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

39
44
44
47
54
55
56
56
57
58
60


Lorenap
Texto escrito a máquina
Capítulo 3.. Resultados y Discusión


INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. REPRESENTACION GRAFICA DE LOS PRINCIPALES ESTADOS PRODUCTORES DE

LIMON EN MEXICO

8

FIGURA 2. HONGOS QUE PUEDEN LLEGAR A PRESENTAR LOS LIMONES.

FIGURA 3. APLICADOR DE CASCADA PARA CONTROL QUIMICO FUENTE:

FIGURA 4. APLICACION DE LA QUITINA'Y EL QUITOSAN EN EL TRATAMIENTO DE AGUAS __

FIGURA 5. APLICACION DE LA QUITINA Y EL QUITOSAN EN LA AGRICULTURA.

FIGURA 6. QUITOSAN COMO RECUBRIMIENTO DE ALIMENTOS.

FIGURA 7. ACEITES ESENCIALES.

FIGURA 8. CUADRO METODOLOGICO

FIGURA 9. PROCESO PARA LA OBTENCION DE QUITOSAN

FIGURA 10. QUITOSAN OBTENIDO.

FIGURA 11. ALMACENAMIENTO DEL QUITOSAN

FIGURA 12. DETERMINACION DE GRADO DE DESACETILACION DE QUITOSAN POR
TITULACION POTENCIOMETRICA.

FIGURA 13. DETERMINACION DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSAN POR VISCOSIMETRIA.

.FIGURA 14. FILTRACION DE SOLUCIONES.

FIGURA 15. MONTAJE DEL VISCOSIMETRO.

10

12

16

17

18

19

25

26

26

27

28

30

31

31



FIGURA 16. VISCOSIMETRO DE OSTWALD. 32

FIGURA 17. PENICILLIUM ITALICUM EN LIMON. 35

FIGURA 18. PENICILLIUM DIGITATUM EN LIMON (1) Y ALTERNARIA CITRI (2). 35

FIGURA 19. RECUBRIMIENTO DE LIMONES CON SOLUCION DE QUITOSAN Y ACEITE

ESENCIAL. 39
FIGURA 20. ESCALA PANTONE DE LA COLORACION DEL LIMON. 40
FIGURA 21. COLORACION DE LOS LIMONES 40

FIGURA 22. BOLSA MARCADA CON EL NUMERO 1 ES QUITINA Y BOLSA MARCADA CON EL
NUMERO 2 ES QUITOSAN 44

FIGURA 23. CURVA DE VALORACION PARA LA OBTENCION DEL GRADO DE DESACETILACION.
45

FIGURA 24. GRAFICO PARA LA OBTENCION DE LA VISCOSIDAD INTRINSECA. 46

FIGURA 25. GRAFICO DE LA PERDIDA DE PESO EN GRAMOS DE LOS LIMONES RECUBIERTOS
CON QUITOSAN AL 0.5% Y ACEITE ESENCIAL DE NARANJA. 54

FIGURA 26. COMPARACION DEL COLOR DE LOS LIMONES UTILIZADOS EN LA
EXPERIMENTACION CON LA ESCALA PANTONE ESTABLECIDA EN LA NORMA. 55



iINDICE DE TABLAS

TABLA 1. VALORES DE PH DE ALGUNAS SOLUCIONES (CONEVYT,2008) 4

TABLA 2. TRATAMIENTOS TERMICOS PARA EL CONTROL DE PATOGENOS EN DIFERENTES
FRUTOS.. 13

TABLA 3. LOS ACEITES ESENCIALES CON EFECTO FUNGICIDA CONTRA ALGUNAS ESPECIES
DE HONGOS POSTCOSECHA IMPORTANTES EN LA PRODUCCION HORTOFRUTICOLA. 20

TABLA 4. CANTIDAD DE ACIDO ACETICO UTILIZADO EN LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE QUITOSAN. 37

TABLA 5. INHIBICION DE ALTERNARIA CITRI CON QUITOSAN A DIFERENTES
CONCENTRACIONES. 47

TABLA 6. INHIBICION DE PENICILLIUM DIGITATUM CON QUITOSAN A DIFERENTES
CONCENTRACIONES. 47

TABLA 7. CRECIMIENTO DE PENICILLIUM ITALICUM CON QUITOSAN A DIFERENTES
CONCENTRACIONES. 47

TABLA 8. PERDIDA DE PESO EN GRAMOS DE LOS LIMONES RECUBIERTOS CON QUITOSAN A
DIFERENTES CONCENTRACIONES Y ACEITE ESENCIAL DE NARANJA (2000 PPM). 48

TABLA 9. PERDIDA DE PESO EN GRAMOS DE LOS LIMONES RECUBIERTOS CON QUITOSAN A
DIFERENTES CONCENTRACIONES Y ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (2000 PPM). 50

TABLA 10. PERDIDA DE PESO EN GRAMOS DE LOS LIMONES RECUBIERTOS CON QUITOSAN
A DIFERENTES CONCENTRACIONES Y ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM). 52

TABLA 11. ANALISIS DE VARIANZA DE LA PERDIDA DE PESO DEL LIMON CONTROL (SIN
TRATAMIENTO) Y DE LOS LIMONES RECUBIERTOS CON LA FORMULACION ELEGIDA. _ 54

TABLA 12. VALORES DE PH DEL LIMON CON EL RECUBRIMIENTO ELEGIDO. 56



TABLA 13. RESULTADOS DE LA CANTIDAD DE JUGO CONTENIDA EN LOS LIMONES
RECUBIERTOS CON LA FORMULACION ELEGIDA. 56

TABLA 14. PORCENTAJE DE ACIDO CITRICO CONTENIDO EN LOS LIMONES RECUBIERTOS
CON LA FORMULACION ELEGIDA. 57

Vi



INTRODUCCION

Espafa, Argentina y México son los exportadores de limén mas importantes. Espana y
Argentina dominan el mercado mundial de exportaciones de limones frescos. La FAO ubica a
México como él segundo productor de limén y como el tercer exportador a nivel mundial.
Aproximadamente el 20 por ciento de la produccion fresca de limén en México se exporta,
los principales destinos para las exportaciones son Estados Unidos, Paises Bajos, Reino
Unido, Canada y Japoén, mientras que mas de la mitad de la produccion industrial se
comercializa. Argentina e ltalia son los principales proveedores de zumos de limén en el
mercado mundial (FAO, 2004). Las importaciones de limones y limas representan
aproximadamente el 27 por ciento del consumo mundo.

Pese a la gran produccion de limones también hay muchas pérdidas, se ha reportado que
durante el manejo postcosecha de los productos vegetales se pueden estimar pérdidas hasta
del 40% del total cosechado, estas varian entre productos, areas de produccién y época del
afo. De las principales razones que generan estas pérdidas esta la incidencia de
enfermedades causadas principalmente por hongos de diversos géneros (Marmol, 2011).

Las tendencias actuales de la industria alimentaria van encaminadas hacia la obtencién de
alimentos mas sanos y seguros, de acuerdo con los principios de sostenibilidad y respeto al
medio ambiente. Sin embargo, para el tratamiento postcosecha de la podredumbre de los
citricos se utilizan mayoritariamente productos quimicos de sintesis fundamentalmente por
la facilidad de aplicacion y bajo costo (Vargas, et al. 2007). El uso masivo y, en ocasiones
poco controlado, de estos productos genera una serie de problemas medioambientales y
sanitarios. Asi pues, el empleo de agentes antimicrobianos de origen natural para la
conservacion de frutas y hortalizas en fresco resulta especialmente interesante. El quitosan
ha demostrado tener actividad contra un amplio espectro de patégenos, la cual puede ser
manifestada de dos formas: por inhibicion del crecimiento de patégenos y por la induccién de
resistencia sistémica a infeccion de patdgenos.

A partir de su descubrimiento, el quitosan ha tenido diversas aplicaciones entre ellas la
formacion de peliculas, siendo empleadas de manera exitosa como recubrimiento de
alimentos (Ali, 2012).

Existen numerosos reportes que mencionan significativas reducciones de pudriciones
postcosecha en numerosas frutas y hortalizas, cuando fueron tratadas con diferentes dosis

de quitosan antes del almacenamiento, retardando el inicio y el proceso de infeccion



(Bautista, 2005) (Salvador A. 2003). Se ha observado que los aceites esenciales al igual que
el quitosan tienen accion antibacteriana y antifungica utilizando estos como recubrimiento de
alimentos para alargar su vida util (Kim, 1995).

Debido a lo anterior como hipétesis de este trabajo se tiene que al combinar el quitosan con

el aceite esencial de naranja se lograra alargar la vida util de los limones.



CAPITULO L.

ANTECEDENTES



1.1 Generalidades del limon.

1.1.1 Definiciéon y clasificacion del limén.

El limonero es un arbol frutal de la familia de las Rutaceas que tiende a desarrollar un porte
cénico, pudiendo alcanzar unos 4 o 5 metros de altura. La madera es dura y amarilla y se
emplea en ebanisteria. Las ramas son espinosas en muchas de las variedades. Tiene hojas
perennes, ovales u oblongas, dentadas, aromaticas y de color verde intenso. Es de
crecimiento rapido. Es un arbol de hoja perenne muy conocido por sus frutos ovoides, su
corteza es lisa, con ramas flexuosas y espinosas, hojas canaceas, ovales-oblongas,
aserradas en los bordes; sus flores son blancas, solitarias o en pareja. Los frutos
denominados linones son variables en su forma y grosor segun las variedades, su corteza

es rica en aceites y esencias muy aromaticas y la pulpa es acida y perfumada.

El pH del limén es de 2, como se muestra en la tabla 1.

Soluciones que tipicamente tienen este pH
acido de bacteria
acido estomacal
jugo de limon, vinagre
toronja, jugo de naranja, gaseosas
jugo de tomate, lluvia acida
café negro, agua de lluvia
orina, saliva
agua “pura”
agua de mar
bicarbonato
leche de magnesia
amoniaco
agua jabonosa, cloro
limpiador de hornos
limpiado liquido de drenajes

Tabla 1. Valores de pH de algunas soluciones (CONEVyYT,2008)



Los citricos se originaron hace unos 20 millones de afios en el sudeste asiatico. Desde
entonces hasta ahora han sufrido numerosas modificaciones debidas a la seleccion natural e
hibridaciones tanto naturales como producidas por el hombre. Procede de Asia Menor, traido

a Europa por los arabes.

Las flores tienen una corola formada por 5 pétalos. Son de color rosa oscuro antes de abrirse
y blancas cuando se abren, desprendiendo un perfume muy agradable. La mayoria de los
limoneros tiene varias floraciones al afio, por lo que coinciden a la vez las flores con los

frutos verdes y maduros.

1.1.2 Importancia

El limdén es un citrico de suma importancia que nos ayuda a la elaboracion de productos

industriales y también tiene muchos beneficios medicinales mostrados a continuacion:

e El limén es bueno para enfermedades del higado y de la vesicula biliar ya que
estimula las secreciones biliares, es eficaz porque ayuda a digerir los alimentos
grasos. Una cucharada sopera de aceite de oliva virgen con un chorrito de limén en
ayunas tienen un efecto sorprendente sobre higado y vesicula.

e Ideal para combatir la hipertension arterial ya que contiene un elevado nivel de
potasio y un bajo contenido en sodio. Si hay que evitar la sal, el limén puede servir
para aderezar carnes, pescados y ensaladas.

e Esrico en vitamina C, tiene efecto refrescante y la capacidad depurativa del higado lo
hacen muy conveniente ante una fiebre o proceso gripal, ademas esta riqueza de
vitamina C y bioflavonoides es ideal para fortalecer los capilares y evitarla tendencia
a alergias, hematomas y venitas en forma de arafa, también es antihemorragico y
recomendable para evitar el escorbuto.

e Mejora las afecciones de garganta (anginas, faringitis, etc.). Los diabéticos se
beneficiarian en gran manera bebiendo agua con un chorrito de limén, lo cual depura,
remineraliza y estimula al Pancreas y al Higado.

e Se prohibe el uso en personas reumaticas ya que se considera muy acido pero
realmente tiende a eliminar la acidez del organismo ya que estos acidos son

metabolizados durante la digestion para producir carbonato potasico. Eso favorece


http://www.ecured.cu/index.php/H%C3%ADgado
http://www.ecured.cu/index.php/Hipertensi%C3%B3n_arterial
http://www.ecured.cu/index.php/Potasio
http://www.ecured.cu/index.php/Sodio
http://www.ecured.cu/index.php/Sal
http://www.ecured.cu/index.php/Vitamina_C

precisamente la neutralizacién del exceso de acidos en el organismo, pudiendo aliviar
los dolores reumaticos y artriticos.

Puede ser de gran ayuda en algunas congestiones y dolores de cabeza si van
relacionados con el higado; por ejemplo cuando sobrevienen tras una comida grasa o
copiosa.

En el sistema Genito - urinario como diurético y en la Piel y las mucosas como
antifungico y antibacteriano.

Digestivas: que ayuda a expulsar gases y propiedades laxantes. Se recomienda para
el tratamiento de cdlicos producidos por mala digestion, estrefiimiento o dolor de
cabeza causado por digestiones dificiles y prolongadas.

Ayuda a mantener sano el cabello. Es bueno disolverlo en agua para enjuagar los

cabellos y mantenerlos brillosos y desgrasados.

Usos industriales

El limén es ampliamente utilizado en la elaboracion de licores, perfumes, dulces y
confituras, también es empleado para purificar el agua que no es potable

adicionandoles algunas gotas de su jugo a un vaso de agua (EcuRed, 2014).

1.1.3 Produccioén del limén

La produccién y el consumo mundiales de citricos han registrado un fuerte crecimiento desde

mediados de los afios 80°s. La produccion de naranjas, tangerinas, limones y limas ha

aumentado rapidamente, y aun mas los productos citricos elaborados, gracias a las mejoras

introducidas en el transporte y en el empaquetado que han reducido los costos y mejorado la
calidad (FAO, 2010).

México es el principal productor de limén en el mundo con mas de 86,000 hectareas

plantadas y un volumen de produccion anual superior a 1 millén 121 mil toneladas. De

acuerdo a la superficie, le sigue en importancia la India y Perd con 30,000 y 17,500

hectareas respectivamente.


http://www.ecured.cu/index.php/Sistema_Urinario
http://www.ecured.cu/index.php/Piel
http://www.ecured.cu/index.php/Sistema_Digestivo

Los principales estados productores son Colima, Michoacan, Oaxaca y Guerrero, localizados
en las costas del Pacifico Mexicano. Colima produce aproximadamente el 45% de la

produccién nacional.

De la fruta cosechada, aproximadamente el 40% se destina para consumo en fresco y el
60% a la industria, para la obtencion de aceite esencial, jugo concentrado y pectinas. De
estos derivados, el mas importante es el aceite esencial destilado el cual tiene mercado de

exportacion principalmente a los Estados Unidos (Costos-Produccion del limoén, 2011)

Los limones y las limas se producen principalmente para el mercado de productos frescos, y
el zumo de limones y limas se utiliza primordialmente para dar sabor a las bebidas. Los
limones se producen generalmente en climas templados, como en el oeste de los Estados
Unidos, Espana, Italia y Argentina, pero también se adaptan a climas mas secos, como los
de Egipto y el Iran. Por otra parte, las limas son muy sensibles a los climas frios y se
producen exclusivamente en climas tropicales. Los productores principales son México vy el

Brasil.

Comercio

Espafa, Argentina y México son los exportadores mas importantes. Espafa y Argentina
dominan el mercado mundial de exportaciones de limones frescos. México es con mucho el
principal exportador de limas frescas. Aproximadamente el 20 por ciento de la produccion
fresca se exporta, mientras que mas de la mitad de la produccién elaborada se comercializa.
Argentina e Italia son los principales proveedores de zumos de limén en el mercado mundial
(FAO, 2004).

Las importaciones de limones y limas representan en México aproximadamente el 27 por

ciento del consumo mundial.



PRINCIPALES ESTADOS PRODUCTORES DE LIMON

Principales productores de limon en
México
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Colima : 525,802.75 toneladas, Michoacdn : 407.784.16 toneladas, Veracruz : 318,047.69 tone kdas,
Oaxaca : 181,906.34 tone ladas, y Yucatdn: 75,627.28 toneldas.

Figura 1. Representacion grafica de los principales estados productores de limén en México
(SAGARPA y SIAP, 2005).

1.1.4 Calidad del limon

La calidad del limoén se puede observar mediante las siguientes caracteristicas.

e Limones enteros, firmes, consistentes al tacto con la forma y color.
e Homogéneos en variedad y tamafio.
e Limpios libres de cualquier olor, sabor, humedad o material extrano.

o Libres de dafios, enfermedades, magulladuras, cortes, cicatrices, insectos o cualquier

dafio ocasionado por éstos.

o El pedunculo debera ser cortado de raiz.

1.1.5 Danos que puede sufrir el limén

Los limones puedes sufrir dafios por enfermedades y plagas, muchas las enfermedades que

afectan a los citricos en todo el mundo y se les puede agrupar segun el agente causal en:



Criptogamicas, son causadas por hongos; virésicas, se han constituido en el peligro mas

grave que afronta la industria citricola ya que no existe ninguna forma de control quimico.

Una plaga que ataca al limén es el acaro de las maravillas. Suele aparecer alli donde existe
una humedad ambiental alta y resulta muy dificil de observar a simple vista. Este acaro se
alimenta de las yemas, lo que provoca que éstas mueran y no se desarrollen nuevas hojas, o
bien, que en éstas aparezcan deformaciones. Lo mismo sucede con los frutos, ya que
también ataca a las flores, donde muchas de ellas acaban abortando, o bien, desarrollando
frutos con intensas deformaciones, lo que provoca que no puedan consumirse.

Otra plaga es el minador de los citricos. Insecto que ataca principalmente a las hojas
jévenes del Limonero, cuyo ataque se caracteriza por la forma de alimentarse de las larvas,
las cuales, van formando una especie de galeria a lo largo de toda la hoja, rompiendo con

ello la cuticula de éstas. A consecuencia de ello, la hoja acaba por enrollarse y secarse.

Otro tipo de dafio en el limén es por magulladuras y mal manejo del producto.

1.1.6 Posibles hongos en el limén

- Podredumbre gris de las flores. Se observa manchas de color grisaceo, ya sea en los
pétalos antes de haberse iniciado la fructificacidn, o bien en los pétalos o base de los frutos;
la capa grisacea llega a cubrir totalmente los tejidos invadido ocasionando que se marchiten
de las flores y la caida de los frutos recién formados. Su agente causal es el hongo Botrytis

cinerea deb (parasito).
Los siguientes hongos provocan la pudricion del fruto.

e Pudricion negra. Dificil de diagnosticar, pues el ataque del hongo es interno
(Alternaria citri).

e Pudriciéon parda. Inicia con una ligera decoloracion; presenta varias tonalidades:
Oliva, pardo y finalmente color castafo.

e Moho azul. Tanto en campo como en frutos almacenados, se transmite por contacto
(Penicillium italicum

¢ Moho verde. Requiere de herida o lesion para su infeccion (Penicillium digitatum)



Figura 2. Hongos que pueden llegar a presentar los limones.

1.1.7 Tratamientos para evitar hongos

Una alternativa con potencial viable para la conservacién de frutas y vegetales frescos es la
utilizacién de recubrimientos comestibles multicomponentes, los cuales pueden elaborarse
con ingredientes basicos adecuados al producto para brindarle la proteccion de barrera
deseada y ademas, sirven como vehiculos para incorporar aditivos especificos que refuerzan
su funcionalidad tales como antioxidantes, colorantes y antimicrobianos, que en el caso de
estos ultimos se evitaria el crecimiento de microorganismos patdgenos en la superficie de los

productos vegetales.

Para disminuir el problema de contaminacién de las frutas con hongos, es indispensable
desinfectar periédicamente las instalaciones del centro de seleccion y empaque. Para reducir
la concentracion de esporas en el aire se recomienda eliminar frecuentemente las frutas
podridas, limpiar el area de recepcion de la fruta, ya que a su arribo a la estacion los envases
y las frutan pueden contener tierra, y ventilar las instalaciones al final de la jornada. La
desinfeccion cotidiana debe incluir los equipos y materiales utilizados en el centro de
seleccion y empaque. La desinfeccion puede realizarse utilizando agua limpia a presion, de
preferencia caliente. Para los equipos se puede utilizar hipoclorito de sodio al 2 %, amonio
cuaternario al 2 % o formaldehido al 1 0 2 %. El cloro activo destruye por contacto la mayoria
de las esporas de los hongos y el amonio cuaternario es efectivo en contra de las bacterias y
algunos hongos. Las instalaciones deben desinfectarse periddicamente, para evitar

problemas de contaminacién, vaporizando formaldehido o formol a una dosis de 10 g/metro
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cubico. Para que el tratamiento sea eficaz, el centro de seleccion y empaque debe
hermetizarse y permanecer cerrado durante 24 horas. Después del tratamiento es necesario
ventilar el local durante 48 horas. Cuando no es posible hermetizar, la desinfeccion se puede
llevar a cabo pulverizando formol al 2 %, aunque su eficacia es menor comparativamente a
la vaporizacion. Ademas de las instalaciones, también deben desinfectarse periédicamente

los envases utilizados para la recoleccion de la fruta cosechada.

a) Control quimico

El lavado del producto con agua clorada puede prevenir el deterioro ocasionado por
bacterias, hongos y levaduras. Compuestos quimicos como el hipoclorito calcico (en polvo) y
el hipoclorito sédico (liquido) son baratos y faciles de conseguir. La eficacia del tratamiento

disminuye si la materia organica contamina el agua de lavado.

Cuando la fruta se empaca para la exportacion, los fungicidas se aplican frecuentemente
para cumplir los requerimientos de los reglamentos internacionales y para reducir el deterioro

durante el transporte.

El "aplicador en cascada" se desarrollé para aplicar los fungicidas uniforme y eficazmente,
usando una cortina de liquido para remojar la fruta. La fruta colocada en una bandeja
plastica horadada, se introduce sobre una banda transportadora de rodillo dentro del
aplicador; en el interior, un deflector en forma de ventilador sencillo crea una cortina de
liquido fungicida. La fruta pasa por debajo de la cortina donde se remoja. Seguidamente la
fruta sale del aplicador para drenar en una bandeja de retorno inclinada. El tanque retiene
hasta 50 litros de solucidén de fungicida y una bomba se instala a nivel de la salida del
tanque. Un filtro se ajusta a la parte superior del tanque para eliminar la materia extrafia del

flujo de retorno del fungicida, desde la caja del aplicador y la bandeja de retorno.

11



BANDEIA DE RETORNO

e,

ARMAZON PRIMCIPAL

/ DEL DEFLECTOR
BANDEIA
DE FUMIGACION | B BOME A CENTRIFUGA (NO MOSTRADA)
[ T MONTADA EN BSTE SOPORTE TRANSVERSAL
i 4 L _"_CUBIERTA DE LA BOMBA
< H == ' NO MOSTRADA)
T ANCLIE FILTRLD

Figura 3. Aplicador de cascada para control quimico Fuente: (Nat'l Institute of Agricultural
Engineering, 1974). Bulletin No. 6. Silsoe, Bedfordshire, England.

b) Tratamientos térmicos

Los tratamientos postcosecha, con agua caliente o aire caliente forzado se pueden aplicar
para aniquilar o inactivar microorganismos patogenos y por ello pueden ser usados como
métodos para el control de la podredumbre de frutas y hortalizas frescas. La siguiente tabla

proporciona algunos ejemplos:
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Mercancia Patoégenos Temperatura Posibles dafos

(°C)

Manzana Gloesporium sp. Reduccion de la
Penicillium expansum vida util

Pomelo Phytopthora citrophtora

Judia verde | Pythium butleri
Sclerotinia sclerotiorum

Limén Penicillium digitatum
Phytophthora sp.

Mango Collectotrichum gloesporioides No controla la
putrefaccion del
pendunculo

Melén Diversas hongos

Naranja Diplodia sp. Deficiente
Phomopsis sp. desverdizado
Phytophthora sp.

Papaya Diversas hongos

Melocoton Monolinia fruticola . Daios en la piel
Rizhopus stolonifer

Pimiento Erwina sp. . Ligero moteado

Tabla 2. Tratamientos térmicos para el control de patégenos en diferentes frutos. Fuente:
Manual de practicas de manejo postcosecha de los productos hortofruticolas a pequefa
escala, (Universidad de California,1995).

Los citricos son afectados por una cantidad considerable de enfermedades, las cuales en su
mayoria son causadas por hongos fitopatégenos (Sampaio- Passos, 2005). A nivel
mundial, las pérdidas postcosecha se estiman alrededor del 50% de la produccion total y la
mayoria de éstas se deben a enfermedades causadas por hongos y bacterias (El Ghaouth,
1997). En frutos en postcosecha, las pérdidas por enfermedades pueden ser del 5 al 20% en
paises desarrolladosy hasta del 50% en paisesen desarrollo por cuestiones

de infraestructura (Janisiewicz y Korsten, 2002). Este trabajo se hizo con la finalidad de
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hallar una alternativa viable para evitar esas pérdidas. Existen alternativas para evitar
pérdidas postcosecha como lo son los recubrimientos de alimentos. Se emplean distintos
biopolimeros para el recubrimiento sin embargo el quitosan ha demostrado en varios
estudios ser un aliado para combatir hongos siendo eficaz e inocuo para los alimentos y para

nosotros los consumidores.

1.2 Generalidades de los Polisacaridos

1.2.1 Estructura y caracteristicas

La quitina (del griego tunic, envoltura) se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza
y, después de la celulosa (materia base del papel), es el segundo polisacarido en
abundancia. Sus fuentes principales son el exoesqueleto (caparazén) de muchos crustaceos,
alas de insectos (escarabajos, cucarachas), paredes celulares de hongos, algas, etc. Sin
embargo, la produccién industrial de este biomaterial practicamente se basa en el
tratamiento de las conchas de diversos tipos de crustaceos (camarones, langostas,
cangrejos Yy krill) debido a la facilidad de encontrar estos materiales como desecho de las

plantas procesadoras de estas especies. (Larez, 2006).

Posee una estructura lineal de alto peso molecular constituida por unidades de N-acetil-D-
glucosamina unidas por enlaces B-D (1,4). Es altamente insoluble y presenta baja

reactividad. La desacetilacion parcial de quitina da lugar al quitosan.

1.2.2 Obtencion

La obtencién de la quitina es con base a la patente niumero 293022 “Proceso para la

extraccion de quitina a partir de crustaceos y su conversion a quitosano” (Miranda, 2011).

El uso creciente de la quitina, asi como de sus derivados, ha sido motivado al hecho de que
al contrario de los derivados del petrdleo, ésta se obtiene de los subproductos de las
industrias pesqueras, fuente naturalmente renovable, no téxica y no alergénica; ademas,

antimicrobiana y biodegradable.
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La quitina es altamente insoluble en agua, propiedad esta que limita sus aplicaciones; se
disuelve rapidamente en acidos concentrados, en algunos fluoroalcoholes y soluciones al 5%
de cloruro de litio, lo que la hace poco practica para su aplicacion y presenta baja
reactividad. Otras propiedades relevantes de este biopolimero son su alto peso molecular y

su estructura porosa favoreciendo una elevada absorcion de agua.

1.2.3 Quitosan

El quitosan es la forma N-desacetilada de la quitina, es una modificacién de la quitina y
posee mejores propiedades de reactividad y solubilidad. Se obtiene al sustituir los grupos
acetamido de esta por grupos amino, al tratar la quitina con alcalis fuertes. Se ha descrito
como un polimero catiénico lineal, biodegradable, de alto peso molecular, de facil aplicacion

y ambientalmente amigable (Marmol, 2011).

1.2.4 Aplicaciones del Quitosan

Las aplicaciones de la quitina y quitosan son muy amplias, existiendo sectores en los que su
utilizacion es habitual y conocida, y otros en los que constituye actualmente una interesante
via de investigacion. A continuacion se muestran algunas de las aplicaciones de estos

biopolimeros.

1. Industria de alimentos y bebidas: En la industria alimentaria la quitina y el quitosan
tienen usos como aditivos en los alimentos (espesantes, gelificantes y emulsificantes), como

recubrimientos protectores comestibles (Hernandez, 2009).

También es utilizado como clarificadores en industrias de bebidas (agua, vino, zumo de

manzana y zanahoria) sin afectar el color.

En bebidas como los vinos blancos el oscurecimiento es probablemente uno de los mayores
problemas en su comercializacion. Este suele ir acompafado de alteraciones en otros
caracteres organolépticos ademas del color, tales como el aroma y el sabor que provocan
rechazo del consumidor. Numerosos estudios han identificado la reactividad quimica de los

compuestos fendlicos como la principal causa de las alteraciones.

2. Tratamiento de aguas: es una de las areas de mayor importancia ya que tanto la quitina
como el quitosan son materiales ambientalmente amigables, entre los principales usos en

esta area se tiene: como coagulante primario para aguas residuales de alta turbidez y alta
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alcalinidad; como floculante para remocion de particulas coloidales sdlidas y aceites, y para

la captura de metales pesados y pesticidas en soluciones acuosas.

Figura 4. Aplicacion de la quitina y el quitosan en el tratamiento de aguas
(fundacionunam.org.mx).

3. En la agricultura. La quitina y sus derivados son efectivos en el control de enfermedades
y plagas vegetales. Sus mecanismos de accion estan vinculados a su estructura quimica.
Pueden actuar sobre el organismo patégeno, o inducir mecanismos defensivos en las
plantas, contra varias enfermedades vegetales antes y después de la cosecha. La adicion de
quitina y sus derivados al suelo, favorece el crecimiento y la actividad de muchos organismos
quitinoliticos, por un efecto sinérgico. Estos constituyen controles biolégicos y enemigos
naturales de muchos agentes causales de enfermedades y plagas vegetales. Ademas,
favorecen el crecimiento y desarrollo de microorganismos beneficiosos que establecen
relaciones simbiodticas con las plantas, tales como las micorrizas o especies del género
Rhizobium. A su vez, incrementan la poblacién y la actividad microbiana en el suelo, lo que
mejora la disposicion de nutrientes y sus propiedades. Como reguladores del crecimiento,
aceleran la germinacion de las semillas, el vigor de las plantas, y el rendimiento agricola. Por
tanto, por su gran potencial de aplicacion en la agricultura, se augura que se utilizaran con
una mayor extension, principalmente como sustitutos de los actuales plaguicidas quimicos o

como reguladores del crecimiento de las plantas.
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Figura 5. Aplicacion de la quitina y el quitosan en la agricultura.

1.2.5 Quitosan como recubrimiento de alimentos

En cuanto a los recubrimientos comestibles, las peliculas con quitosan son resistentes,
duraderas y flexibles, con propiedades mecanicas similares a polimeros comerciales de
fuerzas medias. La acciéon de quitina-quitosan como protector de alimentos frente a

microorganismos como bacterias, levaduras y hongo (Zhang y Quantick, 1997; Chien, 2007).

Siendo esto asi, el quitosan es una alternativa viable para el recubrimiento de limones con la
finalidad de lograr disminuir pérdidas debido a que se ha reportado que durante el manejo
postcosecha de los productos vegetales se pueden estimar pérdidas hasta del 40% del total
cosechado, estas varian entre productos, areas de produccién y época del afo. De las
principales razones que generan estas pérdidas estd la incidencia de enfermedades
causadas principalmente por hongos de diversos géneros (Aular, 2006; Hernandez, 2002; El
Ghaouth ,1992; Meng., 2008; Sanchez, 2008).
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Figura 6. Quitosan como recubrimiento de alimentos.

1.2.6 Funciones antibacterianas y fungicidas del quitosan en alimentos

Los hongos fitopatogenos generan pérdidas econdmicas, son controlados frecuentemente
por fungicidas sintéticos, los cuales presentan un efecto negativo en la biosfera y provoca el
desarrollo de cepas fungicas resistentes. Actualmente, se buscan alternativas ecoldgicas
para el control de plagas y enfermedades. El quitosan constituye una alternativa para

controlar enfermedades postcosecha.

El quitosan es un compuesto que presenta caracteristicas biofuncionales, por lo que podria
ser una alternativa viable para sustituir los métodos de control de microorganismos
tradicionales ademas, puede utilizarse sin problemas para elaborar recubrimientos

comestibles (Gonzalez, 2005).

Incorporacion de aditivos en los recubrimientos. Los recubrimientos se pueden utilizar como
vehiculo de aditivos, los cuales pueden proporcionar al producto vegetal funciones mas
especificas como una actividad antimicrobiana, para evitar o reducir el crecimiento de
microorganismos en su superficie (Rodriguez, 2005). Sin embargo, se ha observado que se
requiere de aplicaciones pequenas para que sus atributos de calidad no se vean afectados

(Min y Krotcha, 2005). Dentro de los agentes antimicrobianos incorporados a los
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recubrimientos vegetales pueden considerarse a los aceites esenciales (Assis y Pessoa,
2004; Rodriguez, 2005; Rojas, 2006).

1.3 Generalidades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se forman en las partes verdes (con clorofila) del vegetal y al crecer la
planta son transportadas a otros tejidos, en concreto a los brotes en flor. Se desconoce la
funcidon exacta de un aceite esencial en un vegetal; puede ser para a la polinizacion o para
repeler a los insectos nocivos. Los aceites esenciales son una mezcla de componentes
volatiles, producto del metabolismo secundario de las plantas. Las esencias son mezclas
complejas en cuya composicion se encuentran los hidrocarburos como terpenos, alcoholes,
ésteres, aldehidos y compuestos fendlicos, los cuales son los responsables del aroma que

caracteriza a los aceites esenciales (Bakkali, 2008).

Los aceites esenciales se encuentran en abundancia en el reino vegetal y se pueden
localizar en diferentes partes de la planta por ejemplo: en hojas como albahaca (Ocimun
basilicum L.), mejorana (Origanum majorana L.), menta (Mentha rotundifolia L.), romero
(Rosmarinus officinalis L.), salvia (Salvia officinalis L.), en raices de calamo (Acorus calamos
L.), valeriana (Valeriana officinalis L.), en la corteza de canela (Cinnamomum zeylanicum
Nees.), cedro (Cedrela odorata L.), sandalo (Santalum album linn.), en flores como el jazmin
(Jasminum officinale L.) y en la rosa (Rosa sp.). En cascara de algunas frutas como el limén,
mandarina, naranja (Citrus sinensis L.) y en frutos de anis (Pimpinella anisum L.),
cardamomo (Elettaria cardamomum L.), eneldo (Anethum graveolens L.) e hinojo

(Foeniculum vulgare Miller.) (Ronquillo, 2007).

Figura 7. Aceites esenciales.
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1.3.1 Propiedades de los aceites esenciales

Una de las propiedad de los aceites esenciales es la actividad antifungica, ésta se asocia al
contenido de fenoles monoterpenos especialmente el de tomillo (Thymus vulgari L.), orégano
(Origanum vulgare L.) y clavo (Eugenia Caryophyllata thunb). Su mecanismo de accion se
asocia con la capacidad de interactuar con el citoplasma del patégeno y su modo de accion
parece estar estrechamente relacionado con la solubilidad de cada compuesto (Ronquillo,
2007). Se ha reportado toxicidad en humanos por la utilizacién de los aceites esenciales
puros o en altas concentraciones, ocasionando desde irritaciones en la piel hasta cancer. Sin
embargo, la utilizacion de aceites en concentraciones minimas no genera alteraciones en el
organismo, siendo ademas productos considerados como GRAS (Bakkali., 2008; Pepeljnjak,
2003; Zacchino, 2003).

Esta claro que los aceites esenciales poseen notables propiedades antimicrobianas, sin
embargo su mecanismo de accién aun no esta definido. Algunos autores mencionan que un
posible mecanismo de accion de los aceites sobre el crecimiento de los hongos es debido a
los constituyentes con alta hidrofobicidad presentes en la célula, lo que ocasiona trastornos
en la permeabilidad y en el transporte de iones y de otros compuestos, asi como en la
separacion de componentes lipidicos de la membrana celular y la mitocondria (Quintana,

2010).

Los aceites esenciales han mostrado una actividad fungicida contra patégenos postcosecha

en un amplio intervalo de hongos como se muestra en la tabla 3 (Daferera, 2000).

Patogeno Aceite Concentracion Resultados Referencias

Alternaria citri Thymus vulgaris L. Inhibicion del Arras y Usai,
250 mg L™ crecimiento micelial 2001

.Botrytis cinérea Cympogobon martini Rox Inhibicion de la Wilson, 1997

Zyzygiun aromaticum L. 7800 mg L™ germinacion

Penicillium digitatum T. vulgaris L., C. sinensis L. Inhibicion del Arras y Usai,

P. italicum Poncirus trifoliata L. 250, 275, 246 mg | crecimiento micelial 2001

P. citrinum L™ Caccioni et. al.,

2005

Fusarium graminearum

Anethum graveolens Christm

Inhibicion del

Singh et al.,2005

Citrus aurantifolia Christm 6mg L’ crecimiento micelial Mishra y Dubey,
300 mg L™ 1994
Aspergillus Flavus Mentha viridis L. Retarda el crecimiento Yang y Clausen,
A. niger Ageratum conyzoides L. 300 mg L’ 2007
Penicillium Rosmarinus oficinales L.
chrysogenum

Tabla 3. Los aceites esenciales con efecto fungicida contra

postcosecha importantes en la produccion hortofruticola.

algunas especies de hongos
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La actividad bactericida de los aceites esenciales ha sido reportada por varios autores. Esta
actividad podria estar relacionada a la respectiva composicién de aceites volatiles de cada
planta, a la configuracion estructural de los componentes constituyentes de los aceites, a sus
grupos funcionales y a posibles interacciones sinérgicas entre sus componentes (Dorman y
Deans, 2000).

En la tabla 3 podemos apreciar que el aceite esencial de T. vulgaris L. (aceite esencial de
tomillo), C. sinensis (aceite esencial de naranja) tienen efecto fungicida para los hongos que
atacan al limon, y también se incluyd en este proyecto el aceite esencial de limén (Citrus

limonum) que cuenta de igual manera con propiedades antifingicas.

Aceite esencial de tomillo

El tomillo, cuyo nombre cientifico es Thymus vulgaris, es una planta muy familiar que crece
de manera silvestre por muchos rincones de nuestra geografia y del Mediterraneo en
general. El aceite esencial de tomillo, que se extrae a partir de sus hojas y tiene un olor
herbal y fresco, es una sustancia extremadamente concentrada que nos puede servir en
numerosas ocasiones para tratar distintas dolencias y afecciones de la piel, asi como otros

asuntos relacionados con la salud.

Aceite esencial de limén y naranja.

El aceite esencial de limén y naranja contiene mas del 90 % de d-limoneno, componente
mayoritario en su composicion normal y ademas, en menor proporcién poseen una gran
cantidad de terpenos (Weiss, 1997).

Los aceites esenciales de citricos son insolubles en agua, pero se hacen mas solubles
cuando se emplean en bajas concentraciones usando alcohol como disolvente.

De la naranja, no solamente se aprovechan los jugos alimenticios, sino que de la cascara de
la naranja se pueden obtener aceites que se utilizan como aromatizantes en diferentes
industrias. Su aceite esencial es uno de los ingredientes basicos en las industrias de

perfumeria, alimentos, agronémica y farmacéutica
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1.3.2 Aceites esenciales como recubrimientos de alimentos

Los recubrimientos se pueden utilizar como vehiculo de aditivos, los cuales pueden
proporcionar al producto vegetal funciones mas especificas como una actividad
antimicrobiana, para evitar o reducir el crecimiento de microorganismos en su superficie
(Rodriguez, 2005). Sin embargo, se ha observado que se requiere de aplicaciones pequefias
para que sus atributos de calidad no se vean afectados (Min y Krochta, 2005). Dentro de los
agentes antimicrobianos incorporados a los recubrimientos vegetales pueden considerarse a

los aceites esenciales (Assis y Pessoa, 2004; Rodriguez., 2005; Rojas, 2006).

En la actualidad, varios autores han utilizado los aceites esenciales como aditivos en las
formulaciones de sus recubrimientos. La incorporacion de agentes antimicrobiales como es
el caso de los aceites esenciales (anis, cardamo y tomillo) en peliculas, cubiertas o
empaques, se ha probado en varios productos alimenticios como carne y productos de
panaderia, inhibiendo el desarrollo de hongos, bacterias y levaduras (Cagri., 2004; Plotto,
2003; Bosquez—Molina, 2010).
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CAPITULO II.

METODOLOGIA
EXPERIMENTAL



2.1 Definicion de Objetivos

Objetivo General

Evaluar un recubrimiento a base de quitosan y aceite esencial de naranja en limén agrio a

través de pruebas de calidad, para alargar su vida util.

Objetivos Particulares

1. Aislamiento de los principales hongos que provocan la pudricion del limén mexicano
(Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Alternaria citri) a partir de frutos dafados

utilizando distintos medios de cultivo.

2. Evaluar el crecimiento de los hongos aislados del limon in vitro e in vivo con diferentes
concentraciones de quitosan y aceites esenciales a una concentracién dada para formular el

recubrimiento que permita la proteccién del fruto.

3. Evaluar la calidad del limén recubierto con quitosan y aceite esencial elegido mediante
parametros de calidad (color, acidez titulable, cantidad de jugo, pH y pérdida de peso) para

conocer su tiempo de vida util.
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Actividades preliminares

v

Extraccion y Caracterizacion de
Quitosén obtenido de cascaras de
camaron.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar un recubrimiento a base de quitosan y aceite esencial de naranja aplicado en

limon agrio a través de pruebas de calidad para alargar su vida util.

OBJETIVO PATICULAR 1
Aislamiento de los principales hongos que provocan la
pudriciéon del limén mexicano (Penicillium digitatum,
Penicillium italicum y Alternaria citri) a partir de frutos

dafiados utilizando distintos miiios de cultivo.

ACTIVIDADES

v

Preparacion de medios de cultivo

\

Siembra

v

Obtencion y purificacion de las cepas

v

OBJETIVO PARTICULAR 2
Evaluar el crecimiento de los hongos aislados del limén in vitro e in
vivo con diferentes concentraciones de quitosan y aceites
esenciales a una concentracion dada para formular el recubrimiento
que permita la proteccion del fruto.

ACTIVIDADES
Elaboracién de medios de cultivo

\Z

Variacidon de la concentracion de quitosan (0.5, 1, 1.5, 2,
2.5y 3%)

— v

Crecimiento o Inhibicién de hongos in vitro

Evaluacion visual y PFP (pérdida fisioldgica de peso) de los
limones de las diferentes formulaciones de recubrimiento.

v

OBJETIVO PARTICULAR 3
Evaluar la calidad del limon recubierto con quitosan y
aceite esencial elegido mediante pardmetros de calidad
(color, acidez titulable, cantidad de jugo, pH y pérdida de
peso) para conocer su tiempo de vida qtil.

\ 4

ACTIVIDADES

v

Recubrimiento de limones con concentracion
de quitosan y aceite esencial elegido.

!

Medicién de pardmetros fisicoquimicos de los

limones recubiertos.

Color: escala pantone, acidez: por titulacion, pérdida

de peso: balanza diferencia de pesos, cantidad de

jugo: peso y pH: potenciometro.

Resultados — Andlisis de Resultados

Figura 8. Cuadro Metodolégico

— Conclusiones

2.2 Cuadro Metodolodgico.
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2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Actividades Preliminares

Obtencion del quitosan

Dicha obtencion se llevd a cabo de acuerdo a la Patente Mexicana No. 293022 “Proceso
para la extraccion de quitina a partir de crustaceos y su conversion a quitosano”. La figura 9

es una muestra representativa del proceso de obtencién del quitosan.

T 2000

5= 1800

1600

Figura 9. Proceso para la obtencion de quitosan

Una vez realizado el procedimiento establecido en la patente 293022, se obtiene el quitosan,

el cual tiene un aspecto como el que se muestra en la figura 10.
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Una vez obtenido el quitosan, se almacené en un frasco a temperatura ambiente.

Figura 11. Almacenamiento del quitosan

Caracterizacién de quitosan

Determinacion del grado de desacetilaciéon
e El grado de desacetilacion del quitosan obtenido se determiné segun la técnica de
titulacion potenciométrica de los grupos aminos descrita en el manual de
caracterizacion del quitosan del Laboratorio de Biotecnologia (Hidalgo & Miranda,
2013)

Materiales y Equipo:
e Vaso de precipitados de 100 mL

Parrilla con agitacion

e Potencidmetro modelo 5997-20, marca HORIZON ECOLOGY CO, con escala de pH
de 0-14 y rango de temperatura de 0 a 100°C

Bureta de 25 mL

e  Soporte universal

o Piseta
e Probeta graduada de 50 mL
Reactivos: acido clorhidrico 0.2 M, hidroxido de sodio 0.1M y solucion buffer (pH=7)
Procedimiento:
1. Se secaron aproximadamente 0.4 gramos de quitosan a 105 °C en el horno.
2. Se calibré el potenciometro con una solucién buffer estandarizada para

asegurar una lectura confiable.
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3. En una balanza analitica se pesaron en un vaso de precipitados de 100 mL
0.3 gramos del quitosan que previamente se puso a secar, se midieron 45
mililitros de HCI 0.2M en una probeta graduada de 50mL.

4. Se vertieron los 45 mL De HCI 0.2 M en el vaso en el que se encontraba el
quitosan, se colocd una mosca y se puso el vaso sobre la parrilla y se
encendio el agitador para disolver el quitosan en el HCI.

5. Se monto la bureta graduada de 25 ml en un soporte universal y se vertio el

NaOH como en la figura 12.

Solucion base
(NaOH 0.1M)

IPo:enciémm \\-\ v

Muestradisueltaen ™
45 mLde HCI -

Agitador
& [ Soporte Universal J

Figura 12. Determinacion de grado de desacetilacion de quitosan por titulacion
potenciométrica.

Se valoré la solucion de quitosan/HCL adicionando NaOH 0.1 M. Se midi6é el cambio de pH
después de cada mililitro de NaOH 0.1 M afiadido hasta llegar a un pH de 11. La adicién se
realiz6 de manera lenta y con agitacion para asegurar la homogeneizacion de la solucion.

(Se realizaron 3 réplicas).
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Una vez obtenidos los datos se construyd una curva de pH frente a volumen de NaOH
afiadido. Dicha curva presenta dos puntos de inflexién, cuya diferencia corresponde a la
cantidad de hidréxido de sodio requerido para neutralizar los grupos aminos protonados del
quitosan, lo que permite determinar el porciento de grupos amino de la muestra, y en

consecuencia, el grado de desacetilaciéon del quitosan.
Secuencia de calculo para la obtencion del grado de desacetilacion:
6. Obtencion del volumen gastado en litros

Punto de inflexiéon 2 (mL) — Punto de inflexiéon 1 (mlL)
p= 2000

Dénde:

Vp= Volumen promedio gastado en L

7. Calculo de la masa equivalente del quitosan

m(g)
[NaOH] * Vp

Meq
Dénde:
Meq= es la masa en equivalentes
m= es la masa del quitosan en gramos
[NaOH]= es la concentracion de NaOH en molaridad

Vp= volumen promedio gastado en L

8. Calculo del grado de Acetilacion y Grado de Desacetilacion

%GA( 100

Meq + 42)

%GD =100 — GA
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Determinacion del Peso molecular del Quitosan

La ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada proporciona una dependencia entre la viscosidad

intrinseca de un polimero y su peso molecular. Es por ello, que se puede utilizar la técnica

viscosimétrica, para determinar el peso molecular promedio viscosimétrico de muestras de

un polimero como el quitosan.

Técnica: Viscosimetria capilar (Rinaudo et al., 1993)

Materiales y equipo:

Equipo montado como se muestra en la figura 13
Viscosimentro Ostwald

Crondmetro

Papel filtro

Embudo

Propipeta

Figura 13. Determinacion de peso molecular del quitosan por viscosimetria.

1. Se preparé una solucion buffer a pH de 4.6 con acetato de sodio 0.2M y acido acético

0.3M.
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2. Se prepararon 5 disoluciones de quitosan en la solucion buffer, las concentraciones de las
disoluciones fueron [0.002], [0.0008], [0.00064], [0.0004] y [0.0002] (g/mL).
3. Se filtraron las disoluciones para eliminar la presencia de cualquier particula que genere

problemas al pasar a través del viscosimetro Ostwald.

.Figura 14. Filtracién de soluciones.

1. Se coloco el viscosimetro de la manera mostrada en la figura 15, manteniendo una

temperatura de 25°C con ayuda del bafio térmico.

Figura 15. Montaje del viscosimetro.

2. Se adicionaron 4 mililitros de la solucion buffer en el viscosimetro de Ostwald de manera
que se cubridé desde el punto 1 al punto 2 del viscosimetro como se muestra en la figura
16.
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Figura 16. Viscosimetro de Ostwald.

6. Con ayuda de una propipeta se succioné del lado (a) del viscosimetro de manera que la
solucion buffer sobrepasara el punto 4.

7. Se elimind la succidén y, con ayuda del crondémetro, se contd el tiempo que tarda el fluido
en pasar desde el punto 4 al punto 3. Se realizaron 3 repeticiones y se obtuvo un promedio.
8. Se repitieron los puntos 4, 5, 6 y 7 para todas las disoluciones de quitosan, limpiando con

cuidado el viscosimetro antes de cada prueba.

Secuencia de calculo para la obtencion del peso molecular:

1) Determinacion de la viscosidad relativa:
1=t
nrel = to

Doénde: tm= Tiempo de caida de la solucién de quitosan (min) to= Tiempo de caida de la

solucién de referencia o buffer (min).
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1) Determinacion de la viscosidad especifica:
nespecifica = nrel =1
2) Calcular viscosidad reducida:

nespecifica

ducida =
nreducida C

Dénde: C= Concentracion de quitosan (g/dL)

3) Obtencion de la viscosidad intrinseca. Se realiz6 una grafica para representar la
viscosidad reducida en funcion de la concentracion del quitosan y se obtuvo una ecuacion
para tendencia lineal, en donde la ordenada al origen corresponde al valor de la viscosidad

intrinseca.

4) Calculo de peso molecular del quitosan. Por medio de la viscosidad intrinseca se puede
conocer el peso molecular promedio viscosimétrico KM, utilizando la ecuacion de Mark

Houwink Sakurada:

i

7] = KM,

Donde K y a son constantes tipicas que dependen del solvente empleado (solucion buffer),
el polimero y la temperatura y que han sido determinados experimentalmente por
diversosautores. En este caso, para la solucién buffer empleada (acido acético 0.3M/acetato
de sodio 0.2M) los valores de las constantes son K= 76x 10° dL/g y a= 0.76 (Rinaudo,
1993).

Expresada en forma logaritmica la ecuacion de Mark Houwink Sakurada queda de la

siguiente forma:
logln] =logK + a log M,

Despejando el peso molecular promedio viscosimeétrico:

'ﬂ"?t: —_ lﬂflngn—lng kfa
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2.3.2 Objetivo Particular 1

2.3.2.1 Aislacién de los hongos patoégenos

Objetivo particular No. 1: Aislamiento de los principales hongos que provocan la pudricion
del limén mexicano (Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Alternaria citri) a partir de

frutos dafados utilizando distintos medios de cultivo.

Actividades: Preparaciéon de medios de cultivo.

Los medios que se utilizaron en el presente proyecto fueron:

Agar papa-dextrosa. Para éste agar se utilizaron como base (250 gramos) de papas que se
lavaron, se pelaron y se cortaron para después ponerse con agua hasta punto de ebullicién y
trascurridos 45 minutos, se mezclaron 1 litro de la infusidon con agar y dextrosa 20 gramos
(Seifert 2000).

Agar Saboraoud. Se utilizé el medio comercial, utilizando 250 gramos de agar para 1 litro de

solucioén.

Aislamiento y pruebas in vitro de hongos de pudricién del limén

Con el objetivo de comprobar la accién antifungica del quitosan para inhibir el crecimiento del
Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Alternaria citri, primeramente se hizo el
aislamiento de los mismos partiendo de limones enfermos o que presentaron padecimiento

causado por hongos.

2.3.2.2 Purificacion de los hongos patégenos

En el caso del Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Alternaria citri se tomaron esporas
de los limones infectados y se sembraron en los distintos medios de cultivo. Se hicieron
resiembras tomando muestras de los medios sembrados con anterioridad hasta obtener
colonias puras de cada moho debido a que se presentaron crecimiento de mas de un moho
en los medios de cultivo (los medios de cultivo empleados fue el de PDA (papa-dextrosa) y

Saboraoud (medio de cultivo comercial).
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Figura 17. Penicillium italicum en limon.

Figura 18. Penicillium digitatum en limén (1) y Alternaria citri (2).

De las siembras en los diferentes agares (PDA y Saboraoud), se observé que el PDA (papa-
dextrosa) es el que resulta mas efectivo para el crecimiento y el aislamiento de los mohos

que danan al limon.
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2.3.2.3 ldentificacion de los hongos patégenos

Después de aislar los distintos mohos, se procedioé a su identificacién para comprobar que

realmente fueran las tres especies objeto de estudio.

Una vez obtenidas las cepas puras de los tres mohos, se procedié a la elaboracién de micro
cultivos a partir de ellas, cortando cuadrados de PDA (agar papa dextrosa) y sembrando
esporas, que se colocaron en portaobjetos y se pusieron en cajas petri con cierta cantidad de
agua para que los microorganismos tuvieran las condiciones adecuadas de humedad para

reproducirse.

Cuando se obtuvo crecimiento en los microcultivos, se observaron al microscopio para su
observacion, pero no fue posible distinguir todas sus estructuras hasta que se llegd a cierta
etapa de crecimiento.

En la practica, también fue posible distinguir las estructuras de los microorganismos
utilizando cinta adhesiva transparente y azul de algodén como medio de tincién.

2.3.3 Objetivo Particular 2

2.3.3.1 Pruebas de inhibicion de crecimiento con quitosan

Cajas con agar papa-dextrosa

Cajas con agar papadextrosa y quitosan a diferentes concentraciones de quitosan
(concentraciones de 0.5%, 1%, 1.5%, 2%%, 2.5% y 3%).

Modo de preparacion:
Para 500 mL de agar de cada concentracion: 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5y 3%.

De las cuales 250 mL es de PDA en polvo, utilizando el doble de la cantidad que cuando se
prepara agar sencillo y 250 mL de dispersion de quitosan con 1% de acido acético glacial,

posteriormente se ajusto el pH de ésta dispersién con NaOH diluido.
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2.3.3.2 Formulacion del Recubrimiento
Concentracion

Se buscé la concentracion de quitosan ideal para evitar la rapida pudricion en el limén, la

cantidad de aceite esencial es con base a la teoria 2000 ppm (Bejarano, 2009).

Para buscar la concentracion ideal se pensé en utilizar la minima cantidad de quitosan que
inhibiera el crecimiento de los principales gongos patdégenos del limén., asi que se

elaboraron concentraciones de 0.5%, 1%, 1.5%, 2% y 2.5% y 3%.

El quitosan es un biopolimero soluble en un medio acuoso acido como es el caso de
soluciones diluidas de acido acético (Ravi, 2004). Asi que se utilizd acido acético pararealizar
las soluciones, con la finalidad de utilizar la menor cantidad posible de acido acético para las

disoluciones se fue colocando gota a gota el acido acético, como se muestra en la tabla 4.

CONCENTRACION (%) CANTIDAD DE ACIDO ACETICO (mL.)

0.5 0.15
1 0.25
1.5 0.35
2 0.45
25 0.55
3 0.65

Tabla 4. Cantidad de acido acético utilizado en las diferentes concentraciones de quitosan.

Se realizaron pruebas con diversos aceites esenciales, se emplearon aceites que con base a
la literatura ayudan a inhibir el crecimiento de los hongos que atacan al limon (aceite

esencial de tomillo, limén y naranja (Ramos, 2010).

Es importante hacer mencion que se utilizaron limones con diferente grado de maduracion,
en la escala pantone los limones maduros empleados contaban con un color amarillo
PANTONE 379 como el que se muestra en la figura 20, los limones de maduracion
intermedia eran de una coloracion alimonado PANTONE 364 y los limones verdes mostraron
una coloracién verde PANTONE 357. Los limones utilizados son del tipo denominado limén
mexicano, el origen de los limones fue del Estado de Michoacan, segundo estado con mayor

producciéon en Meéxico, adquiridos en un mercado. Fueron utilizados 9 limones por
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formulacion (3 verdes, 3 de maduracioén intermedia y 3 maduros), el cambio de coloracion se

analizé visualmente y también se evalué la pérdida de peso, realizando un pesaje diario.

Para el recubrimiento se colocé en un recipiente la solucién de quitosan (100mL) con los
diferentes aceites esenciales (tomillo, naranja y limén) cada uno por separado, se elaboré
una rejilla con palitos plasticos para colocar los limones sumergirlos y poder realizar el
recubrimiento como se muestra en la figura 19, se realiz6 una observacién diaria y un pesaje

por lo que se eligi6 al aceite esencial de naranja ya que se observaron buenos resultados.

2.3.4 Objetivo Particular 3

2.3.4.1Recubrimiento de limones con quitosan al 0.5% y el aceite esencial elegido

Se prepararon 100 mL de soluciéon de quitosan al 0.5% con aceite esencial de naranja que

fue el aceite esencial elegido a 2000 ppm.

Para el recubrimiento se colocé en un recipiente la solucién de quitosan (100mL) con aceite
esencial elegido (naranja), se elaboré una rejilla con palitos plasticos para colocar los
limones, sumergirlos y poder realizar el recubrimiento como se muestra en la figura 19 . Una
vez recubiertos se dejaron secar, es importante sefialar que a lo largo de la experimentacion
los limones se dejaron en un mismo lugar a temperatura ambiente (20 °C +/- 1°) y 46

humedad relativa (http://clima.inifap.gob.mx), consultado el 25 de septiembre de 2014.
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Figura 19. Recubrimiento de limones con solucion de quitosan y aceite esencial.

2.3.4.2 Pruebas de Calidad de recubrimiento elegido

Las pruebas se realizaron a los limones recubiertos con la formulacién elegida (quitosan al
0.5% y aceite esencial de naranja 200 ppm).

Color

Esta prueba se llevara a cabo con la escala pantone como lo marca la norma NMX-FF-087-
SCFI-2001

El limoén debid presentar coloracién uniforme, pasando del verde al amarillo conforme avanza

su grado de maduracién como se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Escala pantone de la coloracion del limon.

Figura 21. Coloracién de los limones

Determinaciéon de pH

Se baso en la medicion electrométrica de la actividad de los iones hidrégeno presentes en
una muestra del producto mediante un aparato medidor de pH (potenciémetro) con base a la
norma (NMX-F-317-S-1978).

Acidez
En alimentos el grado de acidez indica el contenido en acidos libres. Se determind mediante
una valoracion (volumetria) con un reactivo basico. El resultado se expresa como el % del

acido predominante en el material.
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Se realizé una titulacion acido-base con un alcali estandarizado, los resultados se expresan

como el equivalente en masa de acido citrico en base a la norma NMX-F-102-S-1978.

Se exprimieron los limones para obtener 5mL De jugo, posteriormente de filtraron. Se
transfirid la muestra a un matraz volumétrico de 50mL Y se agregé agua destilada hasta el

aforo y se mezcl6 perfectamente.

CIVI=CTVT

Cl= Concentracion del alcali empleado (0.1N).
VI= Volumen de la alicuota.

VT= Volumen gastado de NaOH.

CT= Concentracion Total

T_W*a
VT

Posteriormente se obtuvo la concentracion de acido citrico de la solucion.

CT * VT
3(Volumen de la alicuota)

Concentraciéon de acido citrico =

Una vez obtenida la concentracién de acido citrico se multiplicé por los valores de la dilucion

empleada en la experimentacion.
(Concentracion de acido citrico) * (50/5), ya que la dilucién fue 5/50
Posterior a ello se calculd la densidad del acido citrico.

Se calculd la p del acido citrico, pesando 5mL.

<I3

p:

m= masa de acido citrico (4.97 gramos).

v=volumen (5mL).
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Posteriormente se realizd la siguiente ecuacién para obtener el % de acido citrico.

(Concentracion del acido citrico) * (peso molecular del acido citrico)

0% de Acido citrico =
% de acido citrico (Volumen de la alicuota) * (p)

PFP (pérdida fisiologica del peso) por diferencia de pesos en un intervalo de tiempo

determinado

Se basa en la pérdida de peso dividiendo el cambio de peso durante el almacenamiento en

funcién del peso original de un grupo de limones (Kim, 2005).

Cantidad de jugo

Relacién Cascara + fibra y Jugo
Segun la Organizacion Internacional de Normas (Internacional Standards Organization) ha
establecido el contenido minimo de jugo para las frutas citricas como: limones 25%, naranja

30%, mandarina 33%. El porcentaje de jugo es el de mayor importancia en estos frutos.

La manera en que se determind es pesando los limones siendo este el peso total (100%)
posteriormente se exprimidé el limon viendo que cantidad en gramos quedo de la cascara+
fibra y se le resta al peso total. Posteriormente por regla de 3 se obtiene el porcentaje

equivalente a la cantidad de jugo obtenida.
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CAPITULO IIL.

RESULTADOS Y
DISCUSION



3.1 Obtencion del quitosan

Se obtuvieron 950 gramos de caparazones molidos, los cuales se sometieron a un proceso
para obtencion de quitosan con base a la Patente Mexicana No. 293022. Después de llevar
a cabo dicho proceso se obtuvieron 229.6 gramos de quitosan, lo cual representa un
rendimiento de 24.16% con respecto al total de caparazones molidos. Posteriormente se
realizé la caracterizacion de dicho quitosan el cual fue utilizado en la elaboracién de un

recubrimiento para alargar la vida util de los limones.

Figura 22. Bolsa marcada con el numero 1 es quitina y bolsa marcada con el numero 2 es
quitosan

3.1.1 Caracterizacion

Grado de desacetilacion
Se realizaron tres repeticiones en la titulacion de la solucién de quitosan con NaOH 0.1M,
por lo que se obtuvieron tres graficos de pH contra los mL de NaOH como se muestra en la

figura 22, de cada uno se obtuvo el % de desacetilacion.
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Figura 23. Curva de valoracion para la obtencién del grado de desacetilacion.

En la figura 22 se puede observar la curva de valoracion del quitosan. Se pueden ver los 2
puntos de inflexion obtenidos 89 y 91 mL respectivamente, posteriormente dichos datos
obtenidos se sustituyeron en la ecuacion de la pagina 29, obteniendo un grado de
desacetilacion de 93.35% siendo un quitosan de alto grado de desacetilacion, lo que indica
que el quitosan obtenido es altamente soluble en soluciones acidas. Aunque no existen
trabajos experimentales para la relacion existente entre el grado de desacetilacion y la
solubilidad del quitosan, en la practica se sabe que a partir del 60% de desacetilacion se

considera quitosan soluble en medio acido.

La obtencién de quitosan soluble en acidos diluidos (generalmente con un grado de
desacetilacion de mas de 70%) constituye un criterio de la calidad del proceso de obtencion

del quitosan, por lo que el quitosan obtenido es de alta calidad.
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Peso molecular viscosimétrico promedio

La grafica para la obtencién de la viscosidad intrinseca (parametro b) se muestra a

continuacion.

y = 29.874x + 5.0913
R2=0.9925
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~
—
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Concentracidn de quitosan (g/dL)

Figura 24. Gréfico para la obtencion de la viscosidad intrinseca.

Como puede observarse de la ecuacion de la recta obtenida:

y = 29.874x + 5.0913 con un R?*= 0.9925 y con los valores de K= 0.00076 y a=0.76 obtenidos
de la literatura (Mohammad, 2007), se sustituyen en la ecuacién de peso molecular

viscosimétrico promedio .
El resultado de peso molecular fue 108 kDa

El valor obtenido se encontré dentro del rango reportado (100—-600 kDa) de acuerdo con las

condiciones experimentales en las que se trabajé (Kasaai, 2007).
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3.2 Objetivo Particular 2

Crecimiento o inhibicion de hongos patégenos que atacan al limén (Alternaria citri,
Aspergillius digitatum y Aspergillius italicum) con quitosan a diferentes

concentraciones

0.5 1 1.5 2 2.5 3

Tabla 5. Inhibicion de Alternaria citri con quitosan a diferentes concentraciones.

En la tabla 5 se muestran los resultados de inhibicién o crecimiento de alternaria citri como
se muestra no hubo presencial de Alternaria citri en ninguna de las concentraciones de

quitosan utilizadas.

0.5 1 1.5 2 2.5 3

+ + + + + +

Tabla 6. Inhibicion de Penicillium digitatum con quitosan a diferentes concentraciones.

Caso contrario pasé con el Penicillium digitatum ya que hubo presencia de éste en las

concentraciones de quitosan utilizadas como se muestra en la tabla 6.

0.5 1 1.5 2 2.5 3

+ + + + + -

Tabla 7. Crecimiento de Penicillium italicum con quitosan a diferentes concentraciones.

El quitosan a las concentraciones utilizadas logré inhibir el crecimiento de Penicillium

digitatum, como se muestra en la tabla 7.
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Al ver que el quitosan por si solo no permitié la inhibicion del Penicillium digitatum se le

adiciono diversos aceites esenciales a las formulaciones elaboradas.

Graficos de pérdida de peso con diferentes formulaciones de quitosan con aceites

esenciales

Se determind la pérdida de peso de limones control, es decir sin tratamiento, bajo las

mismas condiciones de almacenamiento. También se visualizé el cambio de coloracion.

Tabla 8. Pérdida de peso en gramos de los limones recubiertos con quitosan a diferentes
concentraciones y aceite esencial de naranja (2000 ppm).

Concentraciones Graficos de pérdidas de peso en gramos de

de quitosan con los limones.
aceite de naranja
2000 ppm.
0.5% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 0.5%
CON ACEITE ESENCIAL DE NARANJA 2000 ppm

pesoen gramos

40
== MON VERDE

LIMON INTERMEDIO
=g | IMON MADURO
#== Limén sin tratamiento
1% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 1% CON

ACEITE ESENCIAL DE NARANJA 2000 ppm

pesoen gramos
30

==LIMON VERDE
g L IMON INTERMEDIO
#=LIMON MADURO

s=$= | imon sin tratamiento
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Continuacioén de la tabla 8

1.5%

2%

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 1.5%
CON ACEITE ESENCIAL DE NARANJA 2000 ppm

pesoen gramos

=@=LIMON VERDE
gl | IMON INTERMEDIO
| MADURO

#==Limon sin tratamiento

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 2% CON
ACEITE ESENCIAL DE NARANJA 2000 ppm

en gramos

==LIMON VERDE
e LIMON INTERMEDIO

2.5%

3%

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 2.5% CON ACEITE
ESENCIAL DE NARANJA 2000 ppm
pesoen gramos
@

== MON VERDE
LIMON INTERMEDIO

LIMON MADURO

== iman sin tratamiento

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 3% CON ACEITE
ESENCIAL DE NARANJA 2000 ppm

engramos

s
"’me*” _ LIMON VERDE

@ [MON INTERMEDIO

o MON MADURO

== | imén sin tratamiento

30 Dias

Como se puede ver en la tabla anterior la pérdida de peso en los limones con recubrimiento

de quitosan al 0.5% con aceite de naranja 2000 ppm a excepcion del limén verde tuvieron

una pérdida menor de peso que la muestra control, es importante hacer énfasis en que la
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duracién de los limones sin tratamiento es de 9 dias ya que comenzaban a tener
coloraciones indeseables, pero los limones recubiertos al 0.5% tuvieron una vida util de 27
dias manteniéndose en perfecto estado sin coloraciones indeseables, de igual manera el
control fue pesado a lo largo del mismo tiempo. A partir de la concentracion de 1.5% los
limones comenzaron a presentar manchas al octavo dia, siendo a estas concentraciones

mas baja su vida util en comparacion al limén sin tratamiento.

Tabla 9. Pérdida de peso en gramos de los limones recubiertos con quitosan a diferentes
concentraciones y aceite esencial de tomillo (2000 ppm).

Concentraciones | Graficos de pérdidas de peso en gramos
de quitosan con de los limones.
aceite de tomillo
2000 ppm.
05% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 0.5% CON ACEITE

ESENCIAL DE TOMILLO 2000 ppm

EY

9, . P
1% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 1% CON

ACEITE ESENCIAL DETOMILLO 2000 ppm

pesoengramos

M-«m., -~
= bbbttt

==Limon verde

s imén intermedio

i imON madure

mgmLimén sin TaEmiento
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Continuacion de la tabla 9

0 , P
1.5% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 1.5% CON
ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO 2000 ppm

pesoen gramos
30

e Li&e,
25 8,
by,
“ﬁ. TN
20 hhia s - = PO

®=Limén verde

=¥=Limdn sin tratam iento

9, 3 r
2% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 2%

CON ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO 2000 ppm

;JI‘_? engramos

| imon verde
== imdn intermedio
== imon maduro

=== imdn sin tratamiento

) . p
2.5% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 2.5% CON

ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO 2000 ppm

pesoengramos

n intermedio
== im6n maduro

== imon sin tratamiento

3% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 3% CON
ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO 2000 ppm

M= Limon verde

3p Dias

En la tabla 9 muestra una pérdida de peso similar en las concentraciones de 0.5% y 1%, a

partir de 1.5% la pérdida de peso es mayor en los limones recubiertos, la vida util de estos
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limones fue muy corta ya que al segundo dia comenzaron a presentar manchitas pardas,

siendo estas indeseables dentro de los parametros de calidad.

Tabla 10. Pérdida de peso en gramos de los limones recubiertos con quitosan a diferentes

concentraciones y aceite esencial de limén (2000 ppm).

Concentraciones

de quitosan con

aceite de limén
2000 ppm.

Graficos de pérdidas de peso en
gramos de los limones.

0.5%

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 0.5%
_CON ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM)

50 en gramo!

1%

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 1% CON
oengramos ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM)

1.5%

2%

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 1.5%
CON ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM)

engramos

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 2%
CON ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM)

gramo:
o

B v

30 Dias
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Continuacion de la tabla 10

2.5% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 2.5%
CON ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM)

pesoengramos

E o S PP

() . P
3% PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL 3% CON
ACEITE ESENCIAL DE LIMON (2000 PPM)

= Limon verde
n intermedio
N mai

tratamiento

30 Dias

Como se observa en la tabla 10 la tendencia de pérdida de peso con base en la muestra
control es similar sin embargo a partir de la concentracion 1.5% la pérdida es mayor que
nuestro control, en las imagenes podemos ver como se observan coloraciones no deseadas
en los limones influyendo en los parametros de calidad siendo indeseables con base a la

norma, es importante sefalar que al finalizar el primer dia las manchitas aparecian.

Los recubrimientos de quitosano tienen la caracteristica de ser muy permeables a la
humedad, lo cual debilita su utilizacién como barrera en frutos frescos y cortados. Pero la
adicion de un compuesto hidrofdbico podria mejorar la aplicacion y funcion sobre estos tipos
de alimentos. Los aceites esenciales sobre un modelo de matriz de quitosano podria dar esta
caracteristica que se necesita para un adecuado funcionamiento de barrera sobre los
alimentos con contenido de humedad alto. Ademas, las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de los aceites esenciales podrian proteger

a los alimentos contra ataque oxidativo y microbiolégico que en sumatoria deterioran la

calidad de los alimentos (Ponce et al, 2008).

Los resultados de las tablas anteriores lo demuestran, ya que el aceite de naranja junto con

el quitosan crearon una barrera que funciond para evitar la presencia de los hongos que
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atacan al limon, ademas de que logro alargar de manera considerable la vida util del limén ya
que sin tratamiento su vida util fue de 9 dias y con el recubrimiento de quitosan al 0.5% con

aceite esencial de naranja (2000 ppm) se lograron resultados favorables.

Por lo que después de ver estos resultados se elige como formulacién quitosdn al 0.5% con

aceite esencial de naranja (2000ppm).

3.3 Objetivo 3

PERDIDA DE PESO EN GRAMOS, QUITOSAN AL
0.5% CON ACEITE ESENCIAL DE NARANJA 2000

ppm

peso en

40

30 .
efli=| |MON VERDE

20 L XS 444434044 LIMON INTERMEDIO

a=¢= IMON MADURO

Limdn sin tratamiento

Dias

Figura 25. Grafico de la pérdida de peso en gramos de los limones recubiertos con quitosan
al 0.5% y aceite esencial de naranja.

Con base a los resultados anteriores mostrados en la figura 25 de la pérdida de peso del
control (limones sin tratamiento) y a una concentracién de 0.5% de quitosan con aceite
esencial de naranja(2000 ppm), se realiz6 un analisis estadistico ANOVA (Empleando la

herramienta de Excel). Obteniendo los siguientes resultados.

Grupos Varianza F Probabilidad| Valor critico para F
Columna 1 Control 3.40626781] 29.64586956] 6.2255E-14 2.691978638
Columna 2 Verde 8.64336182
Columna 3 Intermedio | 2.20464387
Columna 4 Maduro 1.94806265

Tabla 11. Analisis de varianza de la pérdida de peso del limén control (sin tratamiento) y de
los limones recubiertos con la formulacién elegida.
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Con base a los resultados obtenidos anteriormente en el analisis de varianza se puede
observar que hay diferencia significativa ya que el valor F esta por encima del valor critico F,
determinando asi que el hecho de recubrir o0 no al limén representa una gran diferencia

significativa en cuanto a la pérdida de peso.

3.3.1 Color

FOTOS DE LIMONES UTILIZADOS EN LA ESCALA PANTONE
EXPERIMENTACION

PANTONE 350

“Werde obscuro

Werde

PANTONE 364

Ali monzdo

RGB 40 HTML:

PANTONE 366

RGB: 186 229 142 HTMLIC4ESSE

PANTONE 379

RGE:224 234 104 HTML:EOEAGS

Arnzrillo

Figura 26. Comparacion del color de los limones utilizados en la experimentacién con la
escala pantone establecida en la norma.

Con base a la norma NMX-FF-087-SCFI-2001 la coloracién de los limones fue la adecuada
apegandose y cumpliendo con esta norma, los limones maduros empleados contaban con un
color amarillo PANTONE 379 como el que se muestra en la imagen anterior, los limones de
maduracion intermedia eran de una coloracion alimonado PANTONE 364 y los limones
verdes mostraron una coloracién verde PANTONE 357. El recubrimiento empleado pudo
crear una barrera que impidié el cambio de color por la presencia de los hongos patégenos

que atacan al limén.
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3.3.2 Determinacion del Ph

Los Resultados obtenidos son los siguientes, se realizaron pruebas a tres limones de la

misma maduracion sacando un promedio.

Limoén pH
Limén Verde 2.45
Limén Intermedio 2.4
Limén Maduro 2.3

Tabla 12. Valores de pH del limon con el recubrimiento elegido.

La medicion se realizé con un potenciémetro como lo indica la norma mexicana (NMX - F —
317), y se obtuvieron valores de pH adecuados con base a la teoria (CONEVyT, 2008), la
cual indica que el valor del pH del limén es de 2-2.8 por lo que se muestra que el uso del

recubrimiento no afecté este parametro

3.3.3 Cantidad de jugo

Relacion Cascara + fibra y Jugo. Segun la Organizacion Internacional de Normas
(Internacional Standards Organization) ha establecido el contenido minimo de jugo para las
frutas citricas como: Limones 25 %, Naranja 30 %, mandarina 33 % , la cantidad de jugo es

el de mayor importancia en estos frutos.

Limones Peso en gramos Peso en gramos de la | % de jugo.
cascara + fibra

Verde 23.8 15 32.77%

Intermedio 22.4 14.3 33.48%

Maduro 23.3 13.9 36.90%

Tabla 13. Resultados de la cantidad de jugo contenida en los limones recubiertos con la

formulacién elegida.
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Los resultados obtenidos que muestra la tabla 13 nos indica que la cantidad de jugo de los
limones es la adecuada ya que con base a la norma la cantidad minima de jugo que debe

tener el limén es el 25% en base a su peso.

3.3.4 Determinacion de acidez

Se sustituyeron los datos en las ecuaciones de las paginas 40 y 41 para la obtencion del
porcentaje de acido citrico de los limones recubiertos con la formulacion elegida (quitosan al

0.5% y aceite esencial de naranja 2000 ppm).

Resultados obtenidos de acido citrico

Madurez % de acido citrico contenido en limén
Verde 6.43
Intermedio 6.43
Maduro 6.43

Tabla 14. Porcentaje de acido citrico contenido en los limones recubiertos con la formulacion
elegida.

Los valores obtenidos de porcentaje de &acido citrico repostados en la tabla 14 se
encuentran dentro de los valores establecidos en la teoria que indican que el porcentaje de
acido citrico en un limén debe encontrarse en un rango de 5-7% (Landaverde, 1943),
pudiendo asi comprobar que el uso del recubrimiento a base de quitosan y aceite esencial de

naranja no influyé en este parametro de calidad.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron 229.6 gramos de quitosan, lo cual representa un rendimiento de 24.16% con

respecto al total de caparazones molidos.

Con base a los resultados en la caracterizacién del quitosan nos indica que el proceso con el
que se llevé a cabo logra parametros de calidad altos ya que el grado de desacetilacion

mayor del 70% se considera de alta calidad.
El valor peso molecular promedio del quitosan fue de 108 kDa.

Se lograron aislar, purificar e identificar a los hongos patégenos que atacan al limén
(Alternaria citri, Aspergillius digitatum y Aspergillius italicum) En cuanto a las pruebas de
inhibicidn, el quitosan sélo, no pudo inhibir al Penicillium digitatum, sin embargo la mezcla
quitosan 0.5% y 2000ppm de aceite esencial de naranja como agente antimicrobiano se

logré inhibir de esta manera a éste ultimo.

El recubrimiento elegido (quitosan 0.5% y 2000 ppm de aceite esencial de naranja logro
mantener los parametros de calidad, aumentando la vida util del limén 18 dias mas, la
pérdida de peso del control fue de 24.03% y fue menor en el limén recubierto con la
formulacion elegida 16.19%. La acidez, el pH, color y cantidad de jugo no se vieron

afectados con el recubrimiento, cumpliendo éstos los estandares de las normas.

Los limones que tuvieron una mayor vida util fueron los limones maduros, en general en los 3
tipos de limones con esta concentracion fue con la que tuvieron mayor vida util sin embargo
con el limoén verde e intermedio se pudo observar que el recubrimiento detenia el proceso de
maduracion y siempre permanecian verdes con el color inicial, es importante hacer mencién
que la pérdida de peso fue menor que en las demas concentraciones. Es alentador que la
mayor vida util se haya visto con una concentracion tan baja ya que de esta manera el costo-
beneficio sera bueno y esto sera una alternativa viable para evitar pérdidas monetarias en la
agricultura mexicana, ademas es de suma importancia hacer mencion que el recubrimiento
empleado aparte de alargar la vida util del limén no modificé ningun parametro de calidad

medido, conservando asi su calidad.
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El uso combinado de quitosan y aceites esenciales puede ser una alternativa viable para
actuar como fungicida y ademas se reduciran los residuos de sustancias contaminantes

empleadas en el control de hongos, logrando asi productos mas saludables.
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