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Resumen

RESUMEN

La fresa es un fruto que se consume a nivel mundial en un gran nimero de productos,
debido a su sabor, aroma y propiedades nutrimentales; sin embargo es muy
perecedera debido a enfermedades durante su vida en postcosecha. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue desarrollar un envase activo adicionado con aceites
esenciales de citricos (naranja, limén y toronja) para controlar el hongo Botrytis
cinerea en la fresa y alargar su vida util.

Se emplearon fresas de la variedad Camarosa, asi como cdscaras de citricos (naranja,
limén y toronja) para la obtencién de aceites esenciales por hidrodestilacion.
Previamente las cascaras frescas se limpiaron de materiales extrafos y se molieron
dejando un tiempo de extracciéon de 210 minutos con una relaciéon de 300g cascara en
un litro de agua. Se evaluaron los parametros fisicos (densidad, residuos a la
evaporacion, indice de refraccidn, color y sélidos solubles) de los aceites esenciales
para determinar sus especificaciones técnicas.

Para establecer el efecto antifiingico de los aceites esenciales de naranja, limén y la
mezcla de estos (50-50%) se realizaron pruebas in vitro empleando tres
concentraciones (9000, 10000 y 11000 ppm) seleccionando el aceite que tuvo mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea. Posteriormente
se desarrollaron dos prototipos de envases conteniendo el aceite esencial de citricos
como principio activo; uno en forma de barniz y otro en esferas de gel donde se evalu6
el efecto antifungico de los prototipos de los envases activos. Una vez establecida la
concentracion con mayor poder inhibitorio de aceite esencial de limon y el prototipo
de envase activo se realizaron pruebas in vivo en fresas almacenadas en el prototipo
de envases activo para determinar el efecto en los pardmetros de calidad (acidez,
color, firmeza, indice de decaimiento, pH, pérdida de peso, soélidos solubles),
fisioldgicas (respiracién), asi como las caracteristicas sensoriales de la fresa.

El mejor rendimiento en la extraccidn del aceite esencial se obtuvo con el remojo de la
cascara de naranja en un tiempo de 3.5 horas. La concentracién de aceite que tuvo
mayor efecto inhibitorio fue la de 11000ppm con un 24.28% al décimo dia de
incubacion del hongo. En la evaluacion antifingica de los prototipos de envases

2
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activos, se eligié el prototipo en forma de esferas ya que presentd el mayor efecto
inhibitorio (98.2%) al décimo dia de incubacion.

En las pruebas in vivo, el efecto sobre las fresas sin inocular en el envase activo
presentaron menor indice de decaimiento y presentaron menor incidencia de la
enfermedad. Se concluye que los envases activos desarrollados en esta investigacion
fueron una buena alternativa para el control de la podredumbre gris y la conservacion

de la fresa.
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1. INTRODUCCION
La fresa es un fruto que se consume a nivel mundial tanto en fresco como procesado

en un gran ndmero de productos, debido a su sabor y aroma, y sus propiedades
nutrimentales como su contenido de vitamina A y C y de compuestos antioxidantes

(Alvarez, 2012).

La fresa pertenece a la familia de las Rosaceas y al género Fragaria. La familia
Rosaceas incluye mas de 2 mil especies de plantas herbaceas, arbustos y arboles
distribuidos por las regiones templadas de todo el mundo (SAGARPA-SIAP, 2014).
Aunque son varios los estados productores de México, solamente tres tienen
produccion significativa: Michoacan es el primer estado y participa con 64.57% de la
superficie sembrada, cosechada y produccion del pais, Baja California es el segundo
estado productor del pais, participando con el 21.04% en la superficie sembrada,
Guanajuato es el tercer estado productor del pais, participando con el 8.13% en

produccion (SAGARPA-SIAP, 2017).

La fresa tiene una vida de anaquel muy corta. Su epidermis turgente y su elevada tasa
de respiracion la hacen susceptible a dafios mecanicos y la invasion de algunos
microorganismos patdgenos. Estos factores contribuyen a pérdidas potenciales en
postcosecha, aunque el fruto de fresa no es climatérico (no continua con el proceso de
maduracién después de cosechado) (Fraire et al, 2003). Sin embargo las pérdidas
postcosecha se deben principalmente a la podredumbre gris causada por la infeccién
de Botrytis cinerea generando dafios en la fresa tales como: pérdida de firmeza, color y

sabor que conducen a una disminucion en la vida util (Pérez y Ramos, 2006).

El control de enfermedades fungosas en postcosecha, no solo se basa en el uso de
bajas temperaturas, una atmoésfera adecuada durante el almacenamiento y una buena
planeacion de técnicas y métodos de las cadena postcosecha, sino que se complementa
con practicas realizadas en el campo (Pérez, 2013). Para preservar la calidad de la
fresa y extender su vida util pueden utilizarse diversos métodos de conservacion
como la aplicacién de atmosferas controladas, refrigeracién, recubrimientos a base de

proteinas, polisacaridos y lipidos, asi como el envasado activo, cuyo término hace

Ingenieria en Alimentos



Introduccion

referencia a la incorporaciéon de ciertos aditivos al material de envase o en el envase,
como son los aceites esenciales que son compuestos aromaticos producidos por varios
géneros de plantas que poseen actividad bioldgica y/o extractos de vegetales con
actividad antifingica contienen compuestos que son sintetizados por las plantas como

mecanismo de defensa contra algunos microorganismos (Contreras y Olivares, 2014).

Los aceites esenciales son aditivos naturales que mas interés han generado en los
ultimos afios en la industria de alimentos ya que han demostrado poseer propiedades
antimicrobianas que no solo se limitan al afecto antibacterial sino que incluyen
caracteristicas antivirales, antimicoéticos, antioxidantes, antitoxigenicas,
antiparasitarias, insecticidas (Valdés, 2014) asi como actividades fungicidas,
incluyendo actividad frente a hongos patégenos en postcosecha comunes de la fruta.
Hoy en dia los aceites esenciales (AE) se aplican cada vez mas en la conservacién de
alimentos, debido al interés de los consumidores en los aditivos alimentarios
naturales (Perdones et al, 2016). Es por esto que el objetivo de este trabajo es
desarrollar un envase activo adicionado con aceites esenciales de citricos (naranja,
limoén y toronja) para controlar el hongo Botrytis cinerea en la fresa y alargar su vida

util.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Generalidades de la fresa
La fresa pertenece a la familia de las Rosaceas y al género Fragaria. La familia
Rosaceas incluye mas de 2 mil especies de plantas herbaceas, arbustos y arboles
distribuidos por las regiones templadas de todo el mundo. Se tienen documentadas

mas de mil variedades de fresa (Santoyo y Martinez, 2009).

La fresa es una planta de tallos rastreros, nudosos y con estolones; hojas grandes,
trifoliadas, pecioladas y blancas por el envés. El fruto es de forma cénica a casi
redonda, de color rojo brillante o rojo anaranjado; presenta una carne perfumada,
jugosa y mantecosa que se deshace en la boca a la minima presién, con un sabor que
varia: de acido a muy dulce. Lo que mas caracteriza a esta fruta es su intenso aroma

(Santoyo y Martinez, 2009).

La fresa es un fruto que se consume a nivel mundial tanto en fresco como procesado
en un gran ndmero de productos, debido a su sabor y aroma, y sus propiedades
nutricionales como su contenido de vitamina A y C, y de compuestos antioxidantes

(Alvarez, 2012).

2.1.1. Morfologia
La fresa tiene una marcada estacionalidad, periodos especificos de plantacidn,

producciéon de estolones, flor y fruto y cosecha. La planta de fresa es pequefia. De
unos 25-30 cm por arriba del suelo, y la raiz profundiza a unos 40 cm es perenne y de
consistencia herbacea. Como una roseta de hojas verdes y florales blancas (Pimentel y
Velazquez, 2010). La planta de la fresa esta formada por raices, tallos y corona; hojas,

estolon, flores y frutos (ver Tabla 1) (Pérez y Ramos, 2006).
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Tabla 1. Morfologia de la fresa.

Las raices son bastante superficiales, sin embargo varian
segun el tipo de suelo. De esta forma, en terrenos arenosos,
suelen ser numerosisimas y muy finas, de color casi blanco,
mientras que en suelos fuertes son escasas, mas gruesas y
también légicamente mas profundas.

El tallo es muy corto, en muchos casos casi reducido a un
disco. El tallo que sobresale del terreno se llama normalmente
corona, no es otra cosa que un tallo acortado que contiene los
tejidos vasculares y por encima de él se forman otras coronas
secundarias o brotes. Del tallo salen largos peciolos que llevan
las hojas.

De las axilas de las hojas salen unos filamentos que poseen
unos nudos; estos nudos son los que dan lugar a los estolones.
El estolén es un brote largo, delgado, rastrero sobre el terreno,
en el extremo del estolon se forma una roseta de hojas que en
contacto con el suelo emite raices que forman una nueva
planta.

Son pinnadas o palmadas, subdivididas en tres foliolos. Tienen
muchas escamas en la axina de las hojas se forman yemas, que
en funcién del nimero de horas de luz y de la temperatura
serdn fructiferas o vegetativas y daran origen a coronas
secundarias, estolones o inflorescencias

Las inflorescencias se encuentran formadas con una flor al
extremo de cada eje. Las inflorescencias pueden ser de forma
basal o distal y el fruto es comestible denominado
botanicamente “eterio” un fruto falso formado por
engrosamiento del receptaculo floral, siendo los aquenios
(semillas) sobre el receptaculo, el verdadero fruto.

Las flores pueden ser hermafroditas o unisexuales con solo
organos femeninos o masculinos. En el extremo del
receptaculo, se encuentran los 6rganos femeninos o pistilos
dispuestos en un espiral y un nimero muy variable, formados
cada uno por un ovario, estilo y estigma que contienen un
ovulo, el cual una vez fecundado dara origen a un aquenio.

El fruto del fresal es un eterio (término utilizado en
bioquimica para describir un receptaculo floral engrosado y
convertido en fruto) donde el tdlamo se desarrolla
extraordinariamente durante la maduracién y constituye un
cuerpo carnoso comestible, de forma cénica, color rojo y sobre
el cual se disponen los verdaderos frutos de la planta,
pequefios aquenios de color oscuro que en numero de entre
150 y 200 se alojan en cada eterio.

Fuente: Alvarez (2012), Tenorio (2010), Robertson (1994).
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2.1.2. Composicion quimica
La fresa contiene una cantidad moderada de hidratos de carbono (fructosa, glucosa y
xilitol) y un valor caldrico bajo, destaca su aporte de vitamina C, sustancia de accién
antioxidante (Almenar, 2005) y en menor proporcion su contenido de vitamina E, B6
y los flavonoides, pigmentos vegetales que le confieren a la fresa su color

caracteristico (Pérez y Ramos, 2006).

Los principales acidos organicos en orden de importancia contenidos en la fresa son el
citrico, malico, salicilico, y pectico igualmente la mayor parte de azucares es la
levulosa con pequefias cantidades de glucosa y sacarosa (Pérez y Ramos, 2006). Otro
constituyente importante es el acido félico, ya que 200g de fresa cubren la sexta parte
de las necesidades de este acido. Dada su riqueza en antioxidantes, acido félico,
potasio y salicilatos es especialmente recomendada en dietas de prevencidn de riesgo
cardiovascular y de enfermedades degenerativas y cancer (Tenorio, 2010). En la Tabla

2 se presenta la composicion basica de la fresa por cada 100 g de fruta
Tabla 2. Composicion quimica de la fresa.

Propiedad ' Valor ' Propiedad : Valor |

'Agua 80-90% Tiamina 0.03 mg
Hidratos de carbono 5-10% Riboflavina 0.03 mg
Proteinas 0.5-0.9% Niacina 0.6 mg
Lipidos 0.1-0.4% Hierro 1 mg
Cenizas 1-3% Sodio 1 mg
Valor Energético 37 Calorias Potasio 164 mg
Vitamina C 50-90 mg Calcio 21 mg
Vitamina E 0.20 mg Fésforo 21 mg
Vitamina B6 0.06 mg

Fuente: Tenorio (2010).
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2.1.3. Importancia econémica
El sector agropecuario ha jugado un papel importante en la trayectoria de la economia
mexicana a lo largo de su historia. A través de los afios el sector ha generado un fuerte
dinamismo en las exportaciones agricolas y una ampliacion de su mercado tanto

interno como externo (Avila y Gonzales, 2012).

El cultivo de la fresa en México se inici6 a mediados del siglo pasado en el estado de
Guanajuato. Sin embargo, no fue hasta 1950 que cobré mayor importancia por la
creciente demanda de los EE. UU. Originando que el cultivo de esta fruta se extendiera
a Michoacan, pasando a ser el de mayor productor de fresa a nivel nacional (Jiménez,

2008).

Aunque en México la fresa ocupa solamente el 1% de la superficie dedicada a la
agricultura, es muy importante debido a que genera divisas por ser un producto de

exportacién (Santoyo y Martinez, 2009).

2.1.3.1. Mercado Nacional
Aunque son varios los estados productores de México, solamente tres tienen
produccion significativa (Figura 1): Michoacan, Baja California y Guanajuato, los
cuales tienen una participaciéon del 93.92% de la produccién nacional (SAGARPA-SIAP,
2017).

Michoacan es el primer estado productor de pais y participa con 64.57% de la
superficie sembrada y cosechada, dentro de la entidad destacan 3 zonas de
produccion, valle de Zamora, la region de Panindicuaro y el valle de Maravatio. Baja
California es el segundo estado productor del pais, participando con el 21.04% de la
superficie sembrada. Guanajuato es el tercer estado, participando con el 18.31% en

produccion (SAGARPA-SIAP, 2012).
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Figura 1. Porcentaje de produccion anual de fresa 2015 en diferentes Estados de la Republica
Mexicana.

Fuente: SIAP-SAGARPA (2017).
La fresa en México es un cultivo que relativamente va en aumento, no solo en cuanto a

la produccion, si no en términos de la aplicacién de la tecnologia también. Cada vez es
mayor el nimero de hectareas cultivadas en las modalidades de Semitecnificado (en
las cuales se utilizan los acolchados al surco y el riego por goteo) o tecnificada (en la
cual ademas del acolchado y el riego por goteo, se emplea el macrotunel), mediante
estas tecnologias se obtienen fresas de calidad, sanidad e inocuidad que los mercados
nacional e internacional demandan (Guzman, 2012).

En el cultivo de fresa, la seleccién de las variedades apropiadas es muy importante,
pues ademas de que determinan el rendimiento y calidad, éstas también delimitan las
temporadas de produccion y las practicas de control de plagas (Santoyo y Martinez,
2009).

2.1.4. Variedades cultivadas en México
En México se cultivan diferentes variedades, cada una con caracteristicas especificas;
como son los rendimientos, épocas de produccién, resistencia a plagas y
enfermedades, sabor, tamafio, por mencionar algunas. Las variedades se pueden
expresar de manera diferente dependiendo de la regién donde éstas se establezcan

(Guzman, 2012).
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Las variedades de fresa se clasifican en variedades de dia corto y neutral. Las primeras

forman sus brotes en invierno, cuando los dias se hacen cortos y las temperaturas

bajan. Las variedades de dia corto florecen en primavera y empiezan a producir fruta

en esta época. Por su parte, las variedades neutrales son insensibles a la longitud del

dia y producen fruta en la temporada en que las temperaturas bajan de noche a 15.5

°C.

La mayoria de las variedades de fresa que se cultivan en México y en muchas regiones

del mundo provienen de Estados Unidos. En México se cultivan variedades como (ver

Tabla 3): Carisma, Camino Real, Albion, Diamante, Aromas, Oso Grande y Camarosa

(Santoyo y Martinez, 2009).

Tabla 3. Variedades de la fresa.

Camarosa

Es una variedad de dia corto que presenta un fruto grande, muy
precoz, de color rojo brillante externamente, interior muy
coloreado y de buen sabor y firmeza. Esta adaptada a las
condiciones agroclimaticas de la mayoria de las zonas fruticolas
del mundo. Esta variedad es originada en la Universidad de
California. Su densidad es de 5 plantas por metro.

Esta variedad se caracteriza por su buena aptitud para el
transporte, asi como su resistencia a la clorosis férrica, por lo que
resulta util en zonas que presentan problemas de aguas salinas.
La planta es vigorosa de follaje erecto, produccion precoz, frutos
grandes, aromaticos, alargados, de color rojo intenso, tanto
externa como internamente. Su productividad es elevada y se
adapta bien tanto a la plantacién con planta fresca en zonas
calidas, como a la plantaciéon con planta frigo-conservada en
zonas de invierno frio.

Ingenieria en Alimentos

De color rojo anaranjado, forma de cufia achatada, y tendencia a
parecer bilobulado de calibre grueso y buen sabor. La planta es
vigorosa y de follaje oscuro. Presenta una tendencia al rajado del
fruto, lo que supone un inconveniente. En zonas calidas bajo
proteccion de plastico, se trasplanta con plantas producidas en
viveros de altitud durante octubre para produccion a finales de
invierno.
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Tabla 3. Variedades de la fresa (continuacion)

Descripcion

Fruto de forma cénica perfecta, con calibre uniforme, color rojo
brillante de sabor azucarado, ligeramente mas precoz que Oso
Grande, con curva de produccion homogénea durante toda la
campana. Es bien adaptada a plantaciones de otofio y de verano.
Resistente a la clorosis férrica. Planta vigorosa, de follaje
importante, con flores destacadas del mismo.

Variedad muy vigorosa y rustica, capaz de adaptarse a todo tipo
de suelos y climas, precoz y muy productiva. El fruto es de forma
conica, a veces acostillada, de gran tamafio y color rojo suave. Se
recomienda para plantacién en otoflo como planta fresca y en
verano como planta frigo-conservada.

Albion

Camino Real

Su principal caracteristica es su excepcional calidad de fruta,
tanto por tamano como por sabor y firmeza. Esta variedad posee
alta resistencia a condiciones meteorolégicas adversas y a
enfermedades, como antracnosis, Vercillium y Phytophtora, y a la
plaga arafia roja.

Es una variedad de dia corto. Produce fruta de primera calidad:
su fruto es grande, firme y de color oscuro. La planta camino real
produce fruta muy resistente a dafios por lluvia, resiste
enfermedades importantes del suelo como Phytophthora,
Verticillium y antracnosis; también es resistente a arafia roja,
Xanthomonas y a manchas comunes de la hoja.

Fuente: Almenar (2005), Santoyo y Martinez (2009).

Otras variedades de la fresa son: la Tioga, Fresno, Talisman, Chandler y Douglas.

Sin embargo, el fruto de fresa presenta pérdidas importantes al enfrentarse a diversos

problemas tecnolégicos y biolégicos, ya que el fruto es muy susceptible a plaga y

enfermedades después de la cosecha, ademas de su vida corta de anaquel (Alvarez,

2012).
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2.1.5.Plagas y enfermedades de la fresa
Las plagas de la fresa lo conforman un grupo de diversos principalmente de insectos y
acaros que reducen los rendimientos y la calidad de los frutos, si estos no son

controlados eficaz y oportunamente (Vazquez y Lopez, 2008).

Por otro lado las enfermedades son la principal causa de pérdidas postcosecha en la
fresa. No se aplican a la fruta fungicidas en postcosecha, lo que aumenta las pérdidas
en grandes volimenes de produccién. La principal causa de pérdidas postcosecha en
fresa se debe a la presencia del hongo Botrytis cinerea que genera dafios en el color,
textura y firmeza del fruto. Los dafios mecanicos y las malas condiciones de humedad
y temperatura en el transporte aumentan de forma significativamente dichas
pérdidas. En algunos casos esta enfermedad es capaz de atacar hasta 95% de los

frutos después de 48 horas de cosechados (Sudziki, 1997).

2.1.5.1. Plagas
Entre las plagas mas comunes que afectan las fresas se encuentran las mencionadas

en la Tabla 4:
Tabla 4. Plagas de la fresa.

Gusano cogollero (Spodoptera Esta plaga se presenta en el cultivo de la fresa, durante

spp.) el mes de octubre y los meses calurosos, danando el
cogollo de la planta, debilitindola y disminuyendo
gradualmente su desarrollo normal.

Chinche Lygus (Lygus Esta plaga causa dafios directos al fruto de la fresa. Se
huesperus y Lygus lineolaris)  alimenta al perforar cada una de las semillas, detiene el
desarrollo del fruto y termina desfigurandolos. Invernan
en las hierbas que crecen a la orilla de los caminos y de
los canales de riego, en campos con elevada infestacion
de maleza.
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Tabla 4.Plagas de la fresa (continuacion)

Trips occidental de las flores
(Frank liniela occidentalis)

El trips es un insecto comun en los plantios de fresa que
se alimenta de las flores, los estigmas y los estambres,
que se tornan de un color café cobrizo y se secan
prematuramente.

Arafia de dos puntos
(Tetranycus urticae koch)

La arafla de dos puntos o manchas, es la plaga mas
comuin y grave de la fresa. Inverna en las plantas
espontaneas o en las hojas viejas de la fresa para atacar
a las jovenes con la llegada del calor. Los primeros
dafios de esta plaga son pequeifias picaduras en el envés
de la hoja, que al incrementarse cambian su apariencia
al perder el brillo natural de la superficie y causa dafio
en el tamafio, la cantidad y la apariencia de la fruta.

Esta plaga ha cobrado una mayor importancia en los
ultimos afios, debido a que la regulacion de inocuidad,
establece una nula tolerancia a la contaminacién que
producen las larvas a los frutos que son objeto de
exportacidn. El dano es causado al cultivo por las orugas
al alimentarse y contaminar los frutos de fresa, llegando
a perforarlos e introducirse en ellos.

Fuente: Pérez y Ramos (2006); Vazquez y Lopez (2008).

2.1.5.2. Enfermedades
La mayoria de las enfermedades del fruto, son causadas por patégenos que sobreviven

en el suelo y son dispersados por el viento y la salpicadura del agua. Los patégenos

foliares comienzan causando sintomas en las hojas y peciolos, pero también pueden

afectar a los frutos y se dispersan por el viento, agua y algunas veces por la infeccién

de la plantula desde los viveros (Vazquez y Lopez, 2008).

El cultivo de la fresa como cualquier otro cultivo agricola, es susceptible al ataque de

patégenos. Las infecciones fungicas son las principales enfermedades que afectan al

cultivo de fresa tanto en el campo como en postcosecha. Algunas se describen a

continuacién en la Tabla 5(Alvarez, 2012):
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Tabla 5. Enfermedades de la fresa.

Antracnosis (Colletotrichum

Es una enfermedad que causa multiples problemas en los
cultivos de fresa empezando por que el inoculo original
puede estar presente en la planta madre.

Cuando la enfermedad es agresiva puede infectar la corona,
se presenta como un repentino marchitamiento y cuando la
infeccion es avanzada, aparece una coloracion café canela en
el centro de la corona. También presenta muerte progresiva
en ramas y tallos, pequefias manchas de color negro en los
tallos.

Pudricion de la corona
(Phytophthora cactorum)

El sintoma de pudriciéon de corona y raiz por Phytophthora
cactorum, puede ser distinguido de otras pudriciones por la
apariencia del tejido decolorado en la corona acompaifiado
de pequefios puntos rojizos. La pudricién inicia en un punto
de la corona y se dispersa alrededor de la misma hasta que
la planta es totalmente estrangulada.

Cenicilla polvorienta
(Sphaeroteca macularis).

La cenicilla afecta hojas, flores y frutos, reduciendo el
rendimiento y la calidad. El hongo debe ser controlado con
fungicidas cuando aparecen los primeros sintomas, ya que si
se deja avanzar la infeccidn, la situacién se puede complicar,
dado que los fungicidas con que se cuenta para su control
son escasos.

Pudricién de la piel
(Phltho p thora cactorum]

Los frutos pueden verse afectados en cualquier estado de
desarrollo. En los frutos verdes, las areas afectadas
adquieren una coloracién marrén o marréon oscuro. En los
frutos maduros aparecen descoloridas y con tonalidades
que van desde color crema rosado y al final un rojizo. Una
caracteristica para diferenciar la enfermedad, es cuando
estos frutos los abrimos y tienen un olor caracteristico a
vinagre, que la diferencia de otras enfermedades.

Es la enfermedad mas importante que dafia al fruto, pero
también perjudica a las hojas y peciolos, yemas, pétalos y
pediculos florales.

El dafio suele ser a los frutos, tanto verdes como maduros e
incluso una vez cosechadas. La infeccion suele tomarse muy
agresiva por su viabilidad dentro de un intervalo amplio de
temperaturas, aunque el dptimo se encuentra entre los 15y
20°C y ser la humedad el factor desencadenante. El hongo
produce un moho de coloracién grisaceo sobre los tejidos
afectados y con frecuencia su patogenicidad va seguida de
un cambio hacia una invasion agresiva del fruto recolectado.

Fuente: Pérez (2013), Pérez y Ramos (2006), Vazquez y Lopez (2008).
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2.1.6.Podredumbre Gris
Generalmente llamado “Moho gris” o pudriciéon de fruto, es el mas comun y seria

enfermedad en el mundo en plantas del genero Rubus spp. (Alencastro, 2011).

El nombre Botrytis cinerea aparece por primera vez mencionado por Von Haller en
1771, en su “sinopsis Methodica Fungorum”: En 1886, de Bary descubre la conexion

genérica entre esta patdgeno y Botryotinia fuckeliana (Chavez, 2011).

Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno (Figura 2) que causa importantes pérdidas
econémicas en un amplio rango de cultivos de importancia agricola, constituyendo
actualmente en Ecuador, México, Chile, Bolivia y otros paises uno de los principales

problemas fitosanitarios.

Este patdgeno infecta cualquier parte de la planta, colonizando tallos, hojas, flores y
frutos, por lo que las infecciones por este hongo afectan no solo el rendimiento; sino
ademas la calidad de los cultivos, provocando deterioros de gran magnitud incluso
durante las etapas de transporte y almacenamiento de los productos (Alencastro,
2011).

Figura 2. Hongo Botrytis cinerea.

El patégeno Botrytis sp. produce gran cantidad de micelio gris y varios conidiéforos
largos y ramificados, cuyas células apicales redondeadas producen racimos de
conidios ovoides, unicelulares, incoloros o de color gris (INFOAGRO, 2014) por un
conjunto de hifas o filamentos tabicados y cilindricos, los cuales se multiplican de

forma vegetativa mediante division citoplasmatica (Alvarez, 2012). Los conidiéforos y
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los racimos de conidios se asemejan a un racimo de uvas. El hongo libera facilmente
sus conidios cuando el clima es himedo y luego éstos son diseminados por el viento.
El hongo a menudo produce esclerocios irregulares, planos, duros y de color negro

(INFOAGRO, 2014).

Botrytis inverna en el suelo en forma de esclerocios o de micelio, el cual se desarrolla
sobre restos de plantas en proceso de descomposicién. Los esclerositos germinan y
forman micelio en una amplia gama de temperaturas formando conidios, y en 6ptimas
condiciones (15-18°C, HR) Los conidios pueden ser transportados largas distancias

por las corrientes de aire y en gotas de agua (Molina et al., 2004).

El patégeno muestra actividad a bajas temperaturas y produce pérdidas considerables
en cosechas que se han mantenido almacenadas durante largos periodos, aun cuando
las temperaturas estén entre 0 y 102 C. Las esporas que han germinado rara vez
penetran directamente en los tejidos que muestran un crecimiento activo, pero lo
hacen en tejidos de la planta a través de heridas o después de que se han desarrollado
durante un cierto tiempo y han formado micelio sobre los pétalos de flores
senescentes, follaje moribundo de las plantas, escamas de bulbos muertos, etc.

(INFOAGRO, 2014).

El hongo Botrytis cinerea es el mas severo de los ataques que presentan las fresas
(Ceponis et al, 1997). La mayoria de los frutos recién recolectados son resistentes a
contaminaciones fliingicas, pero durante su maduracién y senescencia se vuelven mas
susceptibles a infecciones (Almenar, 2005). Esto es debido a que Botrytis es capaz de
mantenerse quiescente en la base del receptaculo (Figura 3), manifestdndose en

forma de podredumbre cuando el fruto alcanza su madurez (Powelson, 1960).
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Figura 3. Fruto de fresa infectado por el hongo B. cinerea.

2.1.7. Métodos de control de Botrytis cinerea
El enfoque agricola convencional ha tratado de controlar la podredumbre mediante la
aplicacién de fungicidas quimicos, que han derivado de la aparicion de resistencia del

patégeno a los quimicos con multiples casos bien documentados.

Ademas, debido a que se han tomado conciencia acerca de los efectos adversos de los
pesticidas sintéticos sobre el medio ambiente y la salud humana, el uso de fungicidas
esta cada vez mas limitado y en algunos casos prohibido en agricultura convencional

(Pérez, 2013).

El método preventivo es uno de los aspectos mas importantes para el control de esta
enfermedad y deberia de condicionar el dimensionamiento y tipo de invernadero para
las comarcas donde Botrytis cinerea es un problema grave. Los procedimientos de
control de Botrytis son complejos e inciertos en sus resultados, al menos en
condiciones muy favorables para el parasito, pero se pueden resumir en (INFOAGRO,
2014):

e Es importante evitar las siembras demasiado densas en condiciones de baja

luminosidad.
e Desinfeccion de semillas.

e Lasolarizacién es efectiva para el control de esclerocios.
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e Manejar la aireacion, calefaccion y el riego en invernadero con el fin de reducir
la duracién de los periodos diarios que combinan humedad a saturacion y
condensaciones y temperaturas de 15-172 C.

e Hacer podas y deshojados a ras del tallo para no dejar tocones que sirvan al
desarrollo del parasito. Aplicacién de una pasta flngica en las heridas.

e Controlar los niveles de nitrégeno en el suelo, ya que niveles elevados
favorecen el desarrollo de la enfermedad.

e Es fundamental la retirada de restos de cultivo y plantas afectadas por la
enfermedad tanto del exterior del invernadero como alrededores.

e Aplicacion de cubiertas plasticas de invernadero con absorcién de luz

ultravioleta ya que reducen la esporulacién y la tasa de colonizacién epidermal.

2.1.8. Métodos de conservacion de la fresa
Las tecnologias postcosecha son métodos que se pueden aplicar al fruto o vegetal
después de cosecharlo. El fin tltimo de la tecnologia postcosecha es el desarrollo de
métodos que disminuyan en cuanto sea posible, el deterioro de los productos durante

la recoleccién y su consumo (Wills et al., 1999).

Se requiere almacenar los productos frescos para incrementar su vida util, asegurar la
oferta constante en el producto y mantener la estabilidad de los precios. Las bodegas

refrigeradas son de uso comun para el almacenamiento de las frutas.

La fresa tiene una vida de anaquel muy corta que se debe a su elevada velocidad de

respiracion y su susceptibilidad al dafio por hongo (Pérez, 2013).

En la Tabla 6 se muestran los principales tratamientos postcosecha aplicados en fresa

para preservar la calidad.
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Tabla 6. Métodos de Conservacion de la fresa.

Refrigeracién La reduccién de temperatura tiene un efecto sobre los
procesos fisiologicos de los frutos. Se recomienda para la
fresa una temperatura de 0°C y una humedad relativa de
85%.

Es un método de conservacién utilizando peliculas flexibles,
que implica la modificacién de la composiciéon del aire,
estableciéndose en base al metabolismo del fruto y la
permeabilidad del material que lo envuelve. También puede
crearse al aplicar vacio y/o por sustitucién de un gas o
mezcla de gases (atmosfera activa) que evoluciona, por
combinacién entre los fenémenos de respiracién del
producto y permeabilidad del material a los gases.

Es una técnica de conservacion de productos perecederos
basada en el uso de composiciones gaseosas Optimas,
controlados acorde a los requerimientos del producto
almacenado.

Tiene como objeto modificar y monitorear la presion de la
composicién del aire atmosférico en el almacenamiento,
minimiza el proceso de maduracién, prolonga su periodo de
vida y mantiene la calidad en el almacenamiento.

Las peliculas y cubiertas comestibles han demostrado ser
potenciales para transferencia a la humedad, oxigeno,
diéxido de carbono, lipidos, aromas y compuestos de sabor
en sistemas alimenticios. Al recubrir los frutos con barreras
comestibles semipermeables a gases y vapor de agua se
logra controlar la respiracién, transpiracion y el deterioro
debido a microorganismos mejorando la apariencia, textura
y manejo de estos.

La irradiacién es una técnica sustancialmente benéfica
utilizada en el procesamiento de alimentos para la
eliminacién de microorganismos patégenos y puede
utilizarse en combinaciéon con otras técnicas postcosecha
para extender la vida util en frutos.
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Tabla 6. Métodos de conservacion de la fresa (continuacién)

Envases activos El objetivo del envasado activo es aumentar la vida util del
producto, protegiéndolo contra los agentes responsables de
la alteracidn fisica, quimica, enzimatica o microbioldgica. En
el envasado activo se cambian las propiedades de
permeacion del envase o la concentraciéon durante el
almacenamiento. Se adicionan agentes mejorantes de
calidad, a través del material de envase durante el
almacenamiento.

Fuente: Almenar (2005), Pérez (2013), Pérez y Ramos (2006), Sanchez (2013).

2.2. Envasado
El envasado de alimentos tradicional se entiende como apoyo mecanico de alimentos

protegiéndolos de influencias externas y dafo. Esta funcién principal del envasado
implica: minimizar la pérdida; el mantenimiento de la calidad, la seguridad e

inocuidad del alimento envasado (Cérdova, 2012).

De acuerdo a la NOM-130-SSA1-1995, un envase, es todo recipiente destinado a
contener un producto y que entra en contacto con el mismo, conservando su

integridad fisica, quimica y sanitaria.

Segun Coles et al. (2004) , un envase es todo producto fabricado con materiales de
cualquier naturaleza y que se utilice para contener, proteger, manipular, distribuir y
presentar mercancias, desde materias primas hasta articulos acabados, en cualquier
fase de la cadena de fabricacion, distribucién y consumo. Las funciones primordiales

del envase son:

e Contener el producto en envases de tamafios y formas diferentes.

e Proteger y preservar al producto, evitando dafios mecanicos, cambios
quimicos, bioquimicos y microbiolégicos durante su almacenamiento,
transporte, etc.

e Conveniencia, para un mejor manejo de los productos, ademas de bajar los

costes de distribuciéon reduciendo pérdidas.
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¢ Informa al consumidor y presenta colores, formas y tamafios muy atractivos.
e Publicidad de la marca, en el envase se pueden poner anagramas, colores,
ilustraciones, simbolos, etc., tipico de una marca que ayude a identificarlos.

e Promocidn, economia y preservacion del medio ambiente.

Algunos de los factores de los que el envase protege al alimento son: calor, luz la
presencia o ausencia de humedad, microorganismos, plagas (insectos y roedores),
suciedad y particulas de polvo, emisiones gaseosas, etc. que causan el deterioro de los

alimentos y bebidas (Cérdova, 2012).

Otras funciones principales del envase incluyen contencidon pasiva, comodidad,
comercializacién, y la comunicaciéon. La contenciéon permite garantizar que un
producto no sea intencionalmente derramado o dispersado. La funcién de
comunicacién es realizar el enlace entre los consumidores y el procesador del
alimento. Contiene informacién obligatoria tal como peso, fuente, ingredientes, y
ahora valor nutrimental y precauciones de manipulacién como uso requerido por la
ley. La promocion del producto o la comercializacion por las compaiiias se lograda
mediante los empaques en el punto de compra. Otras funciones secundarias en
aumento incluyen la trazabilidad, indicaciéon de manipulacion y porcion de control. Es
bien sabido que el objeto clave de la seguridad para estos materiales tradicionales en
contacto con los alimentos es ser lo mas inerte posible, esperando que exista una

minima interaccion entre el alimento y el envase (Cérdova, 2012).

En la actualidad los plasticos como el tereftato de polietileno (PET), cloruro de
polivinilo (PVC), polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS) y poliamida
(PA) han incrementado su uso como materiales de envase debido a su gran a
disponibilidad y bajo costo ademas de su buena funcién mecanica, resistencia a la
tension y friccién, buena barrera al oxigeno, bioxido de carbono, vapor de agua y
compuestos aromaticos, asi como a la posibilidad de sellado con calor (Siracusa et al,

2008), ademas influyen y se moldean bien bajo determinadas condiciones para poder
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conseguir todo tipo de estructuras, formas y tamafios y en la mayoria de los casos son
quimicamente inertes, aunque no necesariamente impermeables (Castillo, 2010).

El mundo del envasado estd en cambio constante con la introduccién de nuevos
envases, tecnologias y procesos. De esta forma se trata de mejorar la calidad del
producto, la productividad, el ambiente y los beneficios a la empresa (Coles et al,

2004).

2.1.5. Envases activos
Durante muchos afios el envase cumplia tres funciones basicas: contener, conservar y

proteger al producto envasado. Con el paso del tiempo, esas funciones tradicionales se
han visto ampliadas con otras exigencias como que presenten comportamientos
fisico-quimicos especificos en relacion con el producto contenido, que se adectien a los
requisitos de la moderna distribucion comercial, que cumplan con las nuevas
reglamentaciones y legislaciones relacionadas con los alimentos o con el medio
ambiente, que sus costos sean adecuados al producto final y, tanto mas, que presenten

un cierto atractivo para captar la atencion del consumidor (L6pez de Dicastillo, 2011).

Un envase activo es un concepto innovador que ha sido introducido como respuesta a
los continuos cambios actuales, la demanda del consumidor y las tendencias del
mercado (Castillo, 2010). El termino envase activo hace referencia a la incorporacién
de ciertos aditivos al material de envase o en el envase (Coles et al, 2004)
manteniendo su calidad, seguridad y propiedades sensoriales sin agregar

directamente agentes activos en el producto (Castillo, 2010).

Existe una gran cantidad de opiniones en cuanto a la definicién de envase activo dada
por diversos autores. Un envase activo, es aquel que interacciona directamente con el
producto y/o con su entorno para mejorar uno o mas aspectos de su calidad o
seguridad. De otro modo podemos definir el envase activo como el sistema alimento-
envase-entorno que actua de forma coordinada para mejorar la salubridad y la calidad

del alimento envasado y aumentar si vida util (Avedafio, 2009).

25
Ingenieria en Alimentos



B Antecedentes

El envasado activo tiene como finalidad incrementar el tiempo de conservacién de los
alimentos y preservar o potenciar sus propiedades organolépticas. Para ello se liberan
sustancias de interés (antimicrobianos, antioxidantes, aromas) y/o se retiran
compuestos indeseables (oxigeno, etileno, olores) del producto envasado o de su

entorno.

Algunos de estos envases actuan sobre la composicion gaseosa del interior del
paquete con el fin de establecer una atmosfera protectora. Entre ellos se encuentran
absorbedores de oxigeno, generadores y absorbedores de carbono, absorbedores y
reguladores de humedad, absorbedores de etileno, generadores de gases con
actividad antimicrobiana y dispositivos donde se combinan los anteriores (Garcia et

al., 2006)

Los sistemas activos se pueden clasificar en absorbedores y emisores. Los
absorbedores eliminan sustancias no deseadas como oxigeno, exceso de agua, etileno,
dioxido de carbono, olores, sabores y otros componentes especificos de los alimentos.
Los emisores aportan activamente al alimento envasado sustancias como di6xido de
carbono, agua, antioxidantes o conservadores. Existen dos formas de aplicar el

componente activo al envase (Castillo, 2010):

1) En el interior del envase. El uso de pequefias bolsas o sobres que contienen el
principio activo constituyen el sistema mas desarrollado y utilizado. Estas
bolsas estdn fabricadas con un material permeable que permite actuar al

compuesto e impide el contacto con el alimento.

2) El material del envase. Materiales para envasado, peliculas sintéticas y
comestibles, que contienen el principio activo en su estructura (aditivos
agentes, antimicrobianos, etc.) se basa en los fendmenos deseables de

migracion, cediendo al producto envasado sustancias beneficiosas.
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Los envases activos son promisorios principalmente para productos carnicos y
minimamente procesados, donde la contaminacién microbiana ocurre principalmente
en la superficie, debido al manejo pos-proceso, donde la aplicaciéon directa de
sustancias antibacteriales en la superficie de los alimentos tienen beneficios limitados
debido a que las sustancias activas se neutralizan al contacto o se difunden

rapidamente la superficie al interior del alimento.

2.1.6. Aplicaciones de envases activos
Los conceptos mas importantes de envases activos: son absorbedores de oxigeno y
etileno, absorbedores o emisores de CO2 reguladores de humedad, envases
antimicrobianos, liberacion de antioxidantes u adsorcion de sabores y olores (Castillo,
2010).

a) Absorbedores de oxigeno

Los absorbedores de oxigeno resultan de gran utilidad en el envasado de alimentos
sensibles a este gas (Garcia et al, 2006). En muchos casos, el deterioro de los
alimentos es causado por la oxidacion de sus constituyentes o por acciéon de mohos en
presencia de 0 (Castillo, 2010). Aparte de esta proteccion frente a las alteraciones
oxidativas, la incorporacion de absorbedores de oxigeno en los envases inhibe el
crecimiento de microorganismos aerobios patdgenos y alterantes y de insectos
(Garcia et al, 2006). Los absorbedores de 0 utilizan uno o mas de los siguientes
principios: oxidacion de polvos de hierro, oxidacion de acido ascorbico, oxidacion de
tintes fotosensibles, oxidacion enzimatica, acidos grasos insaturados e inmovilizacion
de levaduras en un material sélido (Castillo, 2010).

b) Absorbedores y emisores de CO:

El CO2 es producido en algunos alimentos debidos, a su deterioro y a las reacciones de
oxidacién, por tal motivo el CO2 tiene que ser removido para disminuir el deterioro del
producto. Los absorbedores de COz en sobres se utilizan para evitar los cambios en el
sabor y para absorber el CO; incluido, si no se elimina puede causar dafios en el
envase. En otros casos, los altos niveles de CO2 (de 60 a 80%) inhiben el crecimiento
microbiano de la superficie de productos carnicos y avicolas prolongando la vida ttil

de anaquel, en estos casos es conveniente el uso de emisores de CO2. Los
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absorbedores de CO; en sobre utilizan hidréxido de calcio, sodio o potasio, oxido de
calcio y silica gel.

C) Controladores de humedad

El principal proposito del control de la humedad es disminuir la actividad de agua del
producto, evitando el crecimiento de microorganismos. Muchos productos
alimenticios requieren un control de agua liquida y gaseosa, por ejemplo productos
hortofruticolas que generan vapor de agua durante la respiraciéon. Un controlador de
humedad es un sistema capaz de regular el contenido de agua liquida o gaseosa de la

atmosfera que rodea al alimento dentro de su envase (Castillo, 2010).

Se consideran varios sistemas de regulaciéon del contenido de humedad en alimentos
envasados como: absorbentes de humedad, plasticos con aditivos antivaho,
reguladores de humedad y peliculas. Otra forma de controlar la humedad consiste en
el uso de desecadores que utilizan silica gel, oxido de calcio y arcillas (Castillo, 2010).

d) Absorbedores de etileno

El etileno actia como una hormona durante la maduracién de frutas y hortalizas, y
cataliza el envejecimiento, indice de florecimiento, acelera el reblandecimiento,
incrementa de degradacion de la clorofila y reduce el tiempo de vida util de frutas y

vegetales frescos o minimamente procesados (Castillo, 2010).

Los dispositivos que retiran el etileno de la atmoésfera interna del envase contienen
compuestos quimicos con capacidad de adsorcion/ absorcién y pueden presentarse
en bolsas o en laminas (Garcia et al., 2006). Muchos absorbedores de etileno utilizan
permanganato de potasio, el cual oxida al etileno en acetato y alcohol (Castillo 2010).

e) Liberacion de antioxidantes

Los antioxidantes son ampliamente utilizados como aditivos alimentarios para evitar
la oxidacidn de lipidos y prolongar la vida de anaquel, principalmente en alimentos
deshidratados o sensibles al 02. Los antioxidantes pueden ser incorporados en
peliculas de plastico para estabilizar al polimero y protegerlo de la degradacion, la

concentracion del antioxidante en las peliculas poliméricas disminuye durante el
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almacenamiento debido a la oxidacién, pero también por la difusiéon a través del
volumen del polimero hasta la superficie, permitiendo la evaporacién del antioxidante
(Castillo, 2010).

f) Liberacion y adsorcion de olores y sabores

Son sistemas empleados para eliminar efectos indeseables en los alimentos envasados
como olor y sabor. Generalmente, la pérdida de sabor en los alimentos disminuye su
calidad, sin embargo, esta desventaja podria ser usada de manera positiva para
absorber selectivamente olores y sabores indeseables. La incorporacion de sabores en
los materiales de envase podria utilizarse para minimizar las pérdidas de sabor,
mejorando la calidad organoléptica del producto. En cuanto a la absorcién de olores,
hay dos tipos de olores que pueden ser removidos por los envases activos: aminas y
aldehidos (Castillo, 2010).

g) Liberadores de sistemas antimicrobianos

Los sistemas antimicrobianos son sistemas capaces de liberar sustancias que actdan
de forma efectiva sobre los microorganismos que influyen negativamente sobre los
alimentos envasados. Los compuestos con accion antimicrobiana utilizados son:
etanol, didxido de carbono, di6xido de azufre, diéxido de cloro, acidos organicos,
aceites esenciales, compuestos quelantes, metales (plata), enzimas (glucosa oxidasa,

muramidasa), bacteriocinas, antibidticos y fungicidas.

Las sustancias antimicrobianas incorporadas en los materiales de envase pueden
controlar la contaminacién microbiana mediante la reduccién de la velocidad de
crecimiento y el crecimiento maximo de poblacién y/o extender la fase lag del

microorganismo, o por la inactivaciéon del microorganismo al contacto (Castillo, 2010).

2.3. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son conocidos desde la Edad Media por sus propiedades
antisépticas, terapéuticas y por su intenso aroma, despertando un gran interés para la
conservacion de alimentos. Debido a sus propiedades antimicrobianas, actualmente se

estd potenciando el uso de este compuesto en la industria farmacéutica y alimentaria
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reduciendo asi el uso de productos quimicos de sintesis y protegiendo el equilibrio

ecologico (Hernandez, 2011).

Los aceites esenciales son compuestos de naturaleza compleja formados por varias
sustancias organicas volatiles, solubles en solventes organicos no polares, su densidad
es generalmente menor a la del agua, con olor caracteristico fuerte y son sintetizados
por los distintos 6rganos de las plantas: semillas, flores, hojas, tallos, raices y ramas, y
se almacenan en canales, células epidérmicas o en tricomas glandulares para su
posterior secrecion. Los aceites esenciales pueden ser alcoholes, cetonas, éteres,
aldehidos. Su presion de vapor es suficientemente alta para volatilizarse a

temperatura ambiente (Hernandez, 2011; Medina, 2011).

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas que pueden contener entre 20 y 60
compuestos de diferentes estructuras quimicas en concentraciones muy diferentes.
Normalmente sus propiedades son atribuidas a dos o tres componentes mayoritarios
(20-70%) que son los que determinan la actividad biolégica de los mismos. Entre los
componentes mayoritarios de los AE se encuentran sustancias terpenoides junto con

oxigenadas (alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fenoélicos).

Los compuestos mas activos derivan bioldgicamente del acido mevaldnico y se les
cataloga como terpenos, siendo los mas abundantes los monoterpenos (Ci0) y los

sesquiterpenos (Cis) (Valdés, 2014).

2.3.1. Aceite esencial de naranja
Las frutas citricas como la naranja consisten de una cascara exterior la cual se forma
de un flavedo, glandulas de aceite, albedo y sacos donde se encentra el jugo. Las
diferentes partes de la naranja contienen compuestos volatiles, enzimas, acidos,
proteinas, lipidos, azlicares y vitaminas. La naranja posee el aroma distintivo de la
fruta citrica debido al lanzamiento continuo de cantidades pequefias de volatiles a la

atmosfera (Velazquez, 2008).
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La naranja debe su aroma a la presencia de diversos terpenoides que se sintetizan en

las glandulas que estdn distribuidas en forma heterogénea en las capas pigmentadas

del flavedo (cascara externa) ver Figura 4, esta contiene aproximadamente 1 mL del

correspondiente aceite esencial por cada 100 cm?

de cascara. La cascara externa

entre el 8-10% de la naranja es donde se encuentran los sacos de aceite (Velazquez,

2008).
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Figura 4. Partes de la naranja.

Los monoterpenos (ver Figura 5) pineno, carvona, limoneno, linalool, micreno, son

sustancias tipicas que se encuentran en los volatiles de diversas frutas como la

naranja; dada su estructura quimica algunos presentan carbonos asimétricos y por lo

tanto existen en dos formas dpticamente activas. El limoneno es el hidrocarburo que

mas abunda en la naranja y en los citricos en general; el cual es facilmente oxidable y

tiene un umbral de deteccion de 10 pg/L (Badui, 1993).

HLC

CH

-pineno

CH,
H,C
CH,
B-pineno

Carvona

Linalool

Limonena

Figura 5. Compuestos bioactivos del aceite esencial de naranja.

Ingenieria en Alimentos

31



Antecedentes

2.3.2.  Aceite esencial de limdn
El limo6n esta compuesto por 3 partes, el flavedo o exocarpio, albedo o mesocarpio y
endocarpio. El flavedo es una capa delgada que posee pigmentos que cambian de color
durante la maduracién de verde amarillo, de gran aroma debido a los compuestos
terpénicos que componen los aceites esenciales que alli se encuentran. El albedo es la
parte blanca que contiene las pectinas que le confieren la firmeza a la corteza. El

endocarpio esta formado por la pulpa que contiene las vesiculas con el jugo.

La mayoria de los aceites esenciales extraidos de citricos tienen propiedades
antifungicas, ya que producen fitoalexinas que son sustancias segregadas por las
plantas. En el aceite esencial de limon, el limoneno es el componente mayoritario
(Figura 6) y posee apreciables cantidades de 3-pineno, terpineno y menor cantidad de

compuestos oxigenados (Hernandez, 2014).

H, CH,

Hsy

Figura 6. Estructura quimica de Limoneno.

2.3.3. Aceite esencial de toronja
La toronja o pomelo (Citrus x paradisi) es un arbol de la familia de las rutaceas,

cultivado por su fruta. Es un hibrido, probablemente producido de forma espontanea
entre la pampelmusa (Citrus maxima) y la naranja dulce (Citrus x sinensis) (Escobedo,

2013).

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos organicos,
constituidos principalmente por terpenoides. A condiciones ambientales, son liquidos
menos densos y mas viscosos que el agua. Poseen un color en la gama del amarillo,
hasta ser transparentes en algunos casos. Sufren degradacién quimica en presencia de

la luz solar, del aire, del calor, de acidos y alcalis fuertes (Contreras y Ruiz, 2012).
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En el aceite esencial de toronja, el limoneno es el monoterpeno presente en mayor
proporcién con un 70.04%. Entre los monoterpenos detectados en mayor proporcién
que le siguen al limoneno son: mirceno con 4.0%, a pineno con 1,60%, seguido de
sabineno y trans-f-ocimeno. El alcohol en mayor proporcion es el linalool (2.07%), es
importante destacar que el linalool, carvacrol y thymol han sido reportados como
principales constituyentes que exhiben propiedades antibacterianas. Los aldehidos
representan el 6,32% del aceite esencial de toronja. El aldehido que se encuentra en
mayor proporcion es el n- octanal (2,48%). En general, los aldehidos representan un
parametro importante para establecer el valor del aceite, y por tanto conllevan a una
referencia de calidad, porque contribuyen a la fragancia y al aroma caracteristico de

los aceites esenciales de citricos.

2.3.4. Clasificacion de los aceites esenciales
En la naturaleza los aceites esenciales juegan un papel importante para las plantas,
dandoles proteccidn contra bacterias virus, hongos e insectos. También atraen a los
insectos para que sirvan como dispersores de polen y de semillas (Medina, 2011).
Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia,
origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios (Marquez, 2003).

> Consistencia

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas,
balsamos y oleorresinas (Marquez, 2003; Medina, 2011):

e Esencias: son liquidos volatiles a temperatura ambiente

e Balsamos: son extracto naturales obtenidos de un arbusto o arbol. Son de
consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de
polimerizacion.

e Oleorresinas: Tienen el aroma de las plantas en forma concretada y son
tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisélidas como por ejemplo
caucho, gutapercha, de pimienta negra, de clavero.

» Origen
De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y

sintéticas (Marquez, 2003; Medina, 2011):
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e Naturales: se obtiene directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy
costosos.

e Artificiales. Se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma
esencia con uno o varios de sus componentes.

e Sintéticos: Como su nombre lo indica son elaborados a partir de la combinacién
de sus componentes, son producidos por procesos de sintesis quimica. Son mas
econdmicos siendo mas utilizados como aromatizantes y saborizantes.

> Naturaleza quimica
De acuerdo con la naturaleza de sus componentes mayoritarios se clasifican en aceites

tipo monoterpenoides, sesquiterpenoides y compuestos oxigenados (Luna, 2007).

2.3.5. Métodos de obtencion de los aceites esenciales
Para obtener un extracto, primero que todo es identificar la hierba deseada y la parte
que contiene los constituyentes utiles (Azuola y Vargas, 2007). Se deben de considerar
las caracteristicas generales del compuesto de interés antes de comenzar con el
proceso de extraccion, las caracteristicas del solvente asi como también analizar el
proceso a emplear en funcién de obtener el compuesto de interés sin riesgos y con un
alto rendimiento (Marquez ,2003). Adicionalmente, la determinacién de una técnica
precisa de cosecha y métodos de preservacion de la planta por utilizar es de crucial
importancia. El mecanismo de extraccidn involucra dos fendmenos fisicos: difusion a
través de la pared celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que las

paredes se han roto (Azuola y Vargas, 2007).

Aunque la tendencia es aplicar una técnica estandar para obtener el extracto crudo, es
conveniente tener presente que un gran numero de compuestos de origen natural no
permite que un solo proceso de extraccion se adecue a la extraccion de todo ellos, si
no que existen procesos individuales de acuerdo al tipo de compuesto (Marquez

,2003).
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Los aceites esenciales se pueden extraer mediante diferentes métodos como: presion
en frio, destilaciéon con agua- vapor, extraccion con disolventes volatiles, enfleurage o
enflorado (Veldzquez, 2008), con fluidos supercriticos, ultrasonido y extraccién
asistida por microondas (Rodriguez et al, 2012) los cuales se describen a

continuacion en la Tabla 7.

Tabla 7. Métodos de extraccion aceites esenciales.

Presion en frio El material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el
aceite y este es recolectado y filtrado. Este método es usado para el
caso de esencias de citricos.

Es un método en el que le material vegetal se coloca sobre una malla
Destilacion con agua- y no permite el contacto directo con el agua que se sitia por debajo.
vapor Una vez iniciado el proceso, el agua se lleva a ebullicién y el vapor
que se genera pasa a través del material vegetal. De este modo se
evita que el material vegetal se queme.

La materia prima vegetal se carga en un matraz bola, formando un
lecho fijo compactado, se agrega agua se calienta hasta ebullicion, el
vapor atraviesa la caAmara y arrastra las esencias, con un refrigerante

Hidrodestilacién se condensa el agua. Posee un ramal lateral, por el cual el agua es
desplazada para favorecer la acumulacion del aceite. El vapor
condensado acompafiante del aceite esencial, es llamado “agua
floral”. El proceso termina cuando el volumen del aceite esencial
acumulado no varie con el tiempo.

Extraccion con La muestra seca y molida se pone en contacto con disolventes tales
solventes volatiles  como: alcohol, cloroformo, etc. Estos disolventes solubilizan la
esencia pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales
como grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura. Se
utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso
por el valor comercial de los disolventes, porque se obtienen esencias
impurificadas con otras sustancias y ademadas por el riesgo de
explosion e incendio caracteristico de muchos disolventes organicos
volatiles.

Extraccion con fluidos El punto critico corresponde a las condiciones de temperatura y
supercriticos (FSC) presiéon por encima de las cuales la sustancia ya no puede ser
condensada por incremento de presion. Adicionalmente, las
propiedades de la fase liquida y/o vapor son las misma, es decir no

hay diferenciacion visible ni mensurable entre gas y liquido.

35
Ingenieria en Alimentos



B Antecedentes %

Tabla 7. Métodos de extraccion de los aceites (continuacién)

Ultrasonido El ultrasonido es una clase de onda mecanica longitudinal cuya
frecuencia de vibracién es mayor a los 20,000 ciclos por segundo,
por ese motivo el oido humano no lo puede percibir.

Las particulas sdlidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accion
ultrasénica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase
solida al solvente.

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con
una grasa. La esencia es solubilizada en la grasa que actiia como
Enflorado o vehiculo extractor. Se tiene inicialmente una mezcla de aceite
enfleurage esencial y grasa la cual es separada posteriormente por otros medios
fisico-quimicos, los cuales generalmente se basan en la adicién de
alcohol caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para separar
la grasa (insoluble) y el extracto aromatico.

Extraccion asistida  La irradiaciéon de microondas causa movimiento de moléculas por la
por microondas migracion de iones y rotaciéon de dipolos que contribuyen a una

rapida transferencia de energia al solvente y material vegetal.

Fuente: Hernandez (2011); Valdés (2014); Velazquez (2008).

2.3.6. Toxicidad de los aceites esenciales
Este aspecto del conocimiento de los aceites esenciales es muy importante, ya que el
desarrollo de practicas como la aromaterapia, asi como la connotacién de “producto
natural” atribuida a estos productos, lleva una utilizacion generalmente abusiva. La
automedicacion se ve favorecida por el hecho de que buen nimero de estos productos

se distribuyen fuera del sector farmacéutico (Flores, 2010).

Por regla general, los aceites esenciales por via oral poseen una toxicidad débil o muy
débil: la mayoria de los que se utilizan frecuentemente tienen una DLso comprendida
entre 2 y 5 g/kg (anis, eucalipto, clavo, etc.), o lo que es mas frecuente, superior a 5
g/kg (manzanilla, lavanda, etc.), similar caso se da con los componentes de los aceites

esenciales. Son raros aquellos que tienen una DLso inferior a 2 g/Kg (Shiva, 2007).

La principal ventaja de los aceites esenciales es que pueden utilizarse en cualquier

alimento y la FDA las ha considerado como sustancias GRAS (Generally Regarder as
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Safe), siempre y cuando su efecto se logre con el minimo cambio en las propiedades

organolépticas del alimento.

2.3.7. Mecanismo de accién
En cuanto a los mecanismos de acciéon de los metabolitos todavia quedan muchas
interrogantes. Se ha probado que los terpenos son los principales responsables de la
actividad antimicrobiana esta basado en su habilidad para dafiar las biomembranas.
En funcién de sus caracteristicas lipofilicas interactian con las enzimas de la
membrana e interfieren procesos vitales como la osmosis, la sintesis de esteroles y
fosfolipidos. Se ha demostrado que los alcoholes fendlicos (timol, Carvacrol, eugenol)
son los mas fuertes inhibidores de los presos enzimaticos. Esto se atribuye a su

caracteristica lipofilica y sus grupos OH libres (Montes, 2009).

Se conoce que el cineol reduce la divisién celular y que el limoneno, el a-pineno y el 8-
pineno inhiben el consumo de oxigeno; también se sabe que el 1-8 cineol inhibe la
respiracion mitocondrial, la fosforilaciéon oxidativa y la sintesis de ADN (Montes,

2009).

A pesar de que las propiedades antibacterianas de los aceites esenciales y sus
componentes derivados han sido ampliamente estudiados el mecanismo de accién no
ha sido estudiado en detalle. Esta actividad antibacteriana no se le atribuye a un solo
mecanismo especifico si no que su accion se ha atribuido a la acciéon multifactorial que

los distintos componentes del aceite esencial tienen sobre la célula.

Una de las caracteristicas mdas importantes de los aceites esenciales es su
hidrofobicidad. Esto hace que sean capaces de penetrar a través de las membranas
celulares, alterando sus estructuras y haciéndolas mas permeables. La fuga de estos
compuestos a bajas concentraciones puede ser tolerada por la célula sin la pérdida de
la viabilidad de la misma. Sin embargo, la pérdida excesiva o salida de las moléculas

criticas pueden llevar a la muerte celular. Existen evidencias con estudios de aceite
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esencial del arbol del té y Escherichia coli en los que la muerte celular puede ocurrir

antes de la lisis celular (Hernandez, 2011).

La mayoria de los estudios sobre la accién de los aceites esenciales frente al deterioro
de los alimentos por patogenos coinciden con que, los aceites esenciales son mas
activos frente a microorganismos gram (+) que frente a gram (-). El hecho de que estas
bacterias gram (-) sean menos susceptibles a la accién de los aceites esenciales quizas
sea debido a que la membrana externa que poseen y que rodea la pared celular
restringe la difusiéon de compuestos hidrofébicos a través de la membrana celular

(Hernandez, 2011).

Los antimicrobianos usados en alimentos inhiben el metabolismo y por lo tanto, el
crecimiento de bacterias, mohos y levaduras. La accion de estos puede ser inhibitoria

o letal, dependiendo de las concentraciones en las que se utilicen.

Aunque los mecanismos de accion de los agentes antimicrobianos son distintos y no
todos conocidos, se sabe que la muerte de los microorganismos se basa en una serie
de acontecimientos altamente selectivos. La actividad se debe principalmente a que
“atacan” a la pared celular, membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de
proteinas y el sistema genético. Siendo que cada uno de estos puntos es esencial para
el desarrollo celular, si uno es atacado o inactivado, la velocidad de crecimiento de los

microorganismos se ve minimizada (Hernandez, 2011).

2.3.8. Aplicaciones de los aceites esenciales
Desde la edad media, los aceites esenciales han sido ampliamente utilizados como
bactericidas, fungicidas, antiparacitos, insecticidas, en medicina, en la industria
farmacéutica, cosmética, sanitaria, agricola y de alimentos (Medina, 2011).
Los aceites esenciales tienen un amplio campo de aplicaciones en diversas ramas de la
industria. Por ejemplo, son utilizados para otorgar un olor agradable a los productos

en la industria perfumista (perfumes, aguas de tocador, colonias, etc.), en la industria
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cosmética se usan para hacer mas agradable o impartir identidad a un producto

(jabones, desodorantes, pasta de dientes, etc.) (Luna, 2007).

Su sabor también es utilizado por varios sectores de la industria de alimentos, en
confiteria, en lacteos, en productos carnicos, en licores, en condimentos, en bebidas,

en medicamentos y en la industria tabacalera (Luna, 2007).

Las aplicaciones industriales y terapéuticas de los aceites esenciales dependen,
principalmente, de su composiciéon quimica, calidad, propiedades organolépticas, asi
como el grado de refinamiento de la esencia. Por tal motivo, resulta de vital
importancia el control de calidad de los mismos, asi como el estudio de su
composicion en funcién de las condiciones de cultivo de la especie. En la Tabla 8 se
resumen alguna de las aplicaciones mas importantes de los aceites esenciales en
diferentes areas de la industria de aromas y sabores, cuidado personal, farmacéutica y

quimica (Hernandez, 2011).

Tabla 8. Aplicaciones de los aceites esenciales.

Alimentos y Cosméticos Medicamentos Pesticidas
bebidas Aseo personal Farmacos de uso Papeles y Tintas
Aromatizantes para Productos dentales veterinario Cauchos/Plasticos
farmacos Productos para Textiles
Tabaco hogar

Fuente: Hernandez, (2011).
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3. OBJETIVOS
3.1.. Objetivo general
Desarrollar un envase activo adicionado con aceites esenciales de citricos (naranja,

limo6n y toronja) para controlar Botrytis cinerea en la fresa y alargar su vida util.

3.2. Objetivos particulares
Objetivo Particular 1. Realizar la extracciéon de los aceites esenciales de citricos
(limon, naranja, toronja) por el método de hidrodestilacién, evaluando su rendimiento
y sus propiedades fisicas (densidad, residuos a la evaporacién, indice de refraccion,
color y sélidos solubles) para determinar su calidad.
Objetivo Particular 2. Evaluar el efecto antifingico de los compuestos volatiles de los
aceites esenciales obtenidos de la piel de la naranja, limén y toronja mediante pruebas
in vitro, estableciendo la concentracién (9000, 10000 y 11000 ppm) que inhiba el
crecimiento micelial del hongo Botrytis cinerea.
Objetivo particular 3. Evaluar el efecto antifiungico de diferentes prototipos de
envases activos (barniz y esferas) adicionado con aceites esenciales de citricos
(naranja, limoén y toronja) mediante pruebas in vitro sobre el crecimiento de Botrytis
cinerea.
Objetivo Particular 4 Evaluar el efecto del envase activo seleccionado sobre los
parametros de calidad (acidez, color, firmeza, pH, pérdida de peso, sélidos solubles),
fisiologicos (respiracion), sensoriales (sabor, aroma y textura) y control de
podredumbre gris (indice de decaimiento) durante la conservacion refrigerada de

fresa.
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Planteamiento del Problema

Desarrollar in envase activo con antimicrobianos naturales a base de aceites esenciales de citricos (naranja, limon

y toronja) para controlar la podredumbre en fresa

Objetivo General

Desarrollar un envage activo adicionado con aceites esenciales de citricos (naranja, lundn y toronja) para controlar

Botrviis cinerea en la fresa y alargar su vida util.

v

Objetivo Particular 1
Realizar la extraccion de los aceites

esenciales de citricos (limén, naranja,
toronja) por el método de
hidrodestilacion, evaluando su
rendimiento vy sus propiedades fisicas
(densidad, residuos a la evaporacion,
indice de refraccion, color y solidos

solubles) para determinar su calidad. .

Objetivo Particular 2
Evaluar el efecto antifimgico de los

compuestos volatiles de log aceites
esenciales obtenidos de la piel de la
naranja, limon y toronja mediante
pruebas in vifro, estableciendo la
concentracion (9000, 10000 y 11000
ppm) que inhiba el crecimiento

micelial del hongo Botrytis cinerea

}

ODbjetivo Particular 3
Evaluar el efecto antifimgico de

diferentes  prototipos de envases
activos (barmz y esferas) adicionados
con aceites esenciales de citricos
(naranja, limén y toronja) mediante
pruebas in vitro sobre el crecimiento

de Botritis cinerect

v

v

A

Actividad 1.1
Extraccion de aceites esenciales de
citricos (hidrodestilacion)

Actividad 2.1
Siembra masiva del hongo Rotrvtis

Actividad 3.1
Siembra masiva del hongo Botrvfis

ODbjetivo Particular 4
Evaluar el efecto del envase activo

seleccionado sobre los parametros de
calidad (acidez, color, firmeza, pH,
pérdida de peso, solidos solubles),
figsiologicos (respiracidn), sensoriales
(sabor, aroma y textura) v control de
podredumbre  grig  (indice  de
decaimiento) durante la conservacion

refrigerada de fresa.

v

v

cinerea

cinereda

Actividad 1.2
Deternunar el rendimiento
volumeétrico de los aceites esenciales
(Navarrete. 2009)
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Actividad 2.2
Evaliacion de actividad antifingica
de los aceites esenciales a tres
diferentes  concentraciones (9000,
10000 y 11000 ppm) mediante el
método descrito por Shiva, (2007).

Actividad 3.2
Elaboracion de los prototipos de
envases activos

Actividad 4.1
Acondicionamiento de la materia

prima

Actividad 4.2
Preparacion del moculo e inoculacion
de las fresas
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Actividad 1.3
Evaluacion de propiedades fisicas.

Densidad (NMX-F-075-1987)
Residuos a la evaporacion (NMX-F-

©
!

Actividad 2.3
Seleccionar la concentracion de aceite
esencial v el citrico que inhibe al
hongo Botrviis cinerea

Actividad 3.3
Evaluacion de actividad antifingica
de los prototipos de envases activos
(Shiva, 2007).

Actividad 4.3
Envasado de las fresas inoculadas v si
inocular en los envases activos y no

077-1976) activos.
Indice de refraccion (NMX-K-129- | \
1976) ¥ v
Color (espectrofotometro) Actividad 4.4 Actividad 4.5
(McGuire, 1992). Evaluacion de los parametros de Evaluacion de los parametros
Solidos  solubles  (refractémetro) calidad figicoquimicos
(NMX-FF-015-1982) Color (espectrofotometro) (McGuire, Solidos solubles (refractometro)
1992). (NMX-FF015-1982)
v Pérdida de peso (cuantitativo) (Pérez pH (potencidmetro) (NMX-F-317-8-
Actividad 1.4 v Ramos, 2006) 1978)
Siembra del hongo Botrviis cinereca Firmeza (penetrometro (INMX-FF- Acidez titulable (AOAC, 1990).
(Pérez, 2013). 014-1982). — -
ID. (cualitativo) (Silva v col., _ Actividad 4.7
2013). quluacnon de atributos sensoriales
(Perez, 2013).
Actividad 4.6 Sabor
Evaluacion de los parametros Color
fisiolagicos Aroma
Respiracion (analizador de gases) Textura
(Gutiéirez y Juarez, 2011).
|

A

RESULTADOS Y DISCUSION

2

CONCLUSIONES
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4.1. Materiales bioldgicos
Los frutos utilizados fueron fresas de la variedad Camarosa, adquiridas en la Central
de Abastos de la Ciudad de México, las cuales se trasladaron al Laboratorio de
Postcosecha de productos vegetales del Centro de Asimilacion Tecnoldgica (CAT) de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, para su posterior estudio (Figura

7).

Figura 7. Material bioldgico para la experimentacion.

Para la extraccion de los aceites esenciales se emplearon cascaras de tres citricos
naranja, limén y toronja, provenientes de desechos, las cuales fueron adquiridas en
Tultitlan Estado de México. Por lo tanto, la materia prima no es homogénea en cuanto
a la variedad de naranja, limén y toronja utilizada, estado de madurez, origen y

condiciones fisicas (por ejemplo, tamafio y color de la cascara).

4.2. Extraccion de los aceites esenciales de naranja, limon y toronja.
La extraccion de los aceites esenciales se llevd a cabo mediante la técnica de
hidrodestilaciéon (Figura 8). Las cascaras de los citricos se limpiaron de materiales
extranos eliminando el gabazo y semillas. Posteriormente se lavaron con agua y se
molieron 300g de la piel del citrico en un litro de agua donde fue sometida a una
hidrodestilacién durante 3.5 horas a una temperatura de 98+3°C. Se evalué la
extraccion de los aceites esenciales mediante un remojo de las pieles de los citricos
durante una hora y sin el remojo. Finalmente se almacené a 0°C en un recipiente

ambar.
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Figura 8. Hidrodestilacion de aceites esenciales

4.2.1. Rendimiento volumétrico
Una vez obtenidos los aceites esenciales de los diferentes citricos se evaluaron los

rendimientos, primero se midié el volumen obtenido y se utilizé la ecuaciéon (Ec. 1) de

acuerdo a Navarrete (2009):

KgAceite obtenido
Kg Carga vegetal

Rendimiento: x 100......... Ec.(1).

Los resultados se expresaron en porcentaje para cada citrico.

4.3. Caracterizacion quimica y fisicoquimica de los aceites esenciales.
Debido a que los aceites empleados en este trabajo fueron extraidos, fue necesario
caracterizarlos como dato para futuros trabajos, se evalu6, color, densidad relativa,
indice de refraccion y residuos de la evaporacion, las metodologias de las técnicas

empleadas se describen en el apartado 4.8.1.

4.4. Evaluacion de las propiedades antifungicas de los aceites
esenciales.
4.1.1. Crecimiento del hongo de Botrytis cinerea.

El crecimiento del hongo se realizé en un medio de cultivo de agar-papa dextrosa
natural, elaborado a partir de 500g de papas previamente lavadas y picadas en trozos
pequefios, posteriormente se hirvieron en 500mL de agua destilada durante 30
minutos, pasado el tiempo se filtraron a través de una gasa. De la infusion se colocaron
90 mL en un matraz de 500 mL y se le adiciono 2.25 g de agar bacteriologicoy 3 g de

Dextrosa donde se complet6 el volumen con agua destilada a 150 mL, se agit6 hasta
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homogenizar y se calent6 hasta su ebullicién. Se esteriliz6é en un autoclave durante 20
min a 121°C (Pérez, 2013). Una vez solidificado se tomaron muestras de micelio de
otro cultivo de hongo ya crecido previamente por 10 dias, se incrustaron en 3 puntos

formando un tridngulo en el agar y se dejo crecer el hongo a una temperatura de 25°C durante

10 dias (Sanchez, 2013) (Figura 9).

Figura 9.Siembra de un cultivo nuevo de Botrytis cinerea.

4.4.2. Pruebas in vitro de las propiedades antifiingicas de los aceites
esenciales.
Las evaluaciones se realizaron en cajas Petri estériles de 8 cm de didmetro, agregando
20 mL de agar papa dextrosa (PDA) previamente esterilizado. En el agar solidificado
con ayuda de un sacabocados de 1 cm de didmetro se obtuvo un explante del cultivo
de Botrytis cinerea de 10 dias de crecimiento a 25°C en agar-papa dextrosa natural, el
explante se colocé en el centro del agar ya solidificado. Posteriormente se llevo a cabo
la técnica de Shiva (2007) para la evaluacion de la capacidad antifingica por
volatilizacién, donde una vez inoculadas las placas de agar PDA. Al igual que en el
ensayo por difusién por discos, se dejo reposar 15 minutos. A continuacidn, se invierte
la placa y en la parte de la tapa se coloco el disco estéril, impregnado con la
concentracion del aceite esencial (9000, 10000 y 11000 ppm), sin diluir. Finalmente
se dejo crecer a al hongo a una temperatura de 25°C y diariamente se midid el
crecimiento micelial del hongo adicionando de los aceites esenciales de limon,
naranja, y la mezcla limén-naranja 50%-50% (cada uno adicionado por separado)
para determinar la inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea. Las pruebas

se realizaron por duplicado.
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El crecimiento micelial de las muestras se evalu6 al transcurrir los dias midiendo los
mm de extension del micelio a la derecha, izquierda, arriba y debajo de la linea inicial
marcada en la caja Petri. Finalmente, se calculé el porcentaje de crecimiento de la

siguiente manera (Ec.2 y Ec. 3) (Valdés, 2014):

Diametro de crecimiento del hongo con aceite esencial

% Crecimiento =——mM8M ————————————————————— .. Ec. (2
% Diametro de crecimiento del control ( )

% inhibicién = 100-% Crecimiento.......Ec. (3)

Figura 10. (A) Vaciado de agar PDA-Natural. (B) Explante de Botrytis cinerea. (C) Prueba in
vitro de los aceites esenciales.

4.5. Elaboracion de los prototipos de envases activos en forma de
barniz y esferas de gel.

4.5.1.Prototipo en forma de barniz
La elaboracién del barniz a base de grenetina se basé en la metodologia descrita por

Jian-Hua et al. (2014).

La preparacion del barniz se llevé a cabo mezclando grenetina en una proporcién de
4% (w/v) bajo agitacion mecanica aproximadamente 20 minutos a 45°C hasta que se
disolvié completamente. Una vez hidratado el polisacarido se afiadi6 glicerol con 30
% de grenetina (w/w) como plastificante en todas las peliculas y tween 80 al 1%
como emulsificante y la cantidad necesaria de aceite esencial para llegar a la

concentracion deseada. Homogenizando durante 1 minuto (Figura 11).
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Figura 11. Elaboracién del barniz.
4.5.2. Prototipo en forma de esferas de gel
Las esferas se prepararon con alginato y gelana (1:1) al 2% disueltas a 65°C durante
30 min bajo agitacién mecanica. Una vez disueltos los solutos se dejo enfriar y se
afiadié la cantidad necesaria de aceite esencial para generar la concentracion
requerida, se homogenizo y a partir de esta mezcla se formaron las esferas mediante
la técnica de esferificacion en una solucién de cloruro de calcio al 3%; se dejaron

inmersas en la solucion de calcio durante 15 minutos (Figura 12).

Figura 12. (A) Formacidn de esferas de gel en una solucion de calcio. (B) Esferas de
gel

4.6. Pruebas in vitro de los prototipos de envases activos.

4.6.1. Prototipo de envase activo en forma de barniz
La elaboracién de las pruebas in vitro con el prototipo de envase activo en forma de
barniz fue similar a la descrita en el apartado 4.4.2 con modificaciones: el biodisco
impregnado con la concentracion en estudio de aceite esencial no se llev a cabo, sin
embargo se colocaron 3 mL de barniz a una concentraciéon de 11000 ppm de aceite
esencial de limén en la tapa de la caja Petri, donde la elaboracion del barniz se
describe en el apartado 4.5.1 y se dej6 secar durante 2 horas en una campana de flujo
laminar evitando asi la aplicacién de una corriente de aire que pudiese contaminar el

medio.
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Tanto la gelatina como los aditivos (glicerol y Tween 80) fueron esterilizados en una
camara ultravioleta durante 20 minutos. Finalmente con el barniz ya seco, se coloc6
un explante del cultivo de Botrytis cinerea de 10 dias de crecimiento en el agar
solidificado. El hongo se dejo crecer a una temperatura de 25°C y diariamente se
midio el crecimiento micelial del hongo. El control consisti6 en la mezcla del barniz sin

la adicion del aceite esencial (Figura 13).

Figura 13. Prueba in vitro con el prototipo de envase activo en forma de barniz

4.6.2. Prototipo de envase activo en forma de esferas de gel

La elaboracién de las pruebas in vitro con el prototipo de envase activo en forma de
esferas de gel fue similar a la descrita en el apartado 4.4.2 con modificaciones, donde
en la tapa de la caja Petri se colocaron 180 esferas (5% del volumen total de la caja
Petri) a una concentraciéon de 11000 ppm de aceite esencial de limén; la elaboracion

de las esferas de gel se describe en el apartado 4.5.2.

El alginato, gelana, glicerol y tween 80 fueron esterilizados en una camara ultravioleta
durante 20 minutos. Una vez elaboradas las esferas de gel se colocd en el agar ya
solidificado un explante del cultivo de Botrytis cinerea con un crecimiento previo de
10 dias. El hongo se dejd crecer a una temperatura de 25°C y diariamente se midio el
crecimiento micelial del hongo. El control consisti6 en las esferas de gel sin la adicion

del aceite esencial.
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Figura 14. Prueba in vitro con el prototipo de envase activo en forma de esferas de gel.

4.7. Evaluacion de los prototipos de envases activos en la inhibicién de
la enfermedad en fresas.
4.7.1.Tratamiento de la muestra
Los frutos fueron seleccionados y clasificados, eliminando aquellos que presentaron
cualquier enfermedad o dafio mecanico. Posteriormente de la seleccion se elimind el
pedunculo de las fresas y se realizaron 2 lotes de 500 fresas cada uno, uno de esos
lotes se colocé en una malla y fue sometido a una desinfeccién por aspersion con una
solucién de hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto, posteriormente el lote fue
enjuagado por aspersion con agua estéril durante 1 minuto. Una vez enjuagados se

dejaron secar durante 30 min a temperatura ambiente (Figura 15).

Figura 15. Desinfeccion de las fresas.
4.7.2.0btencion del inoculo
Para la obtencion del inoculo se trabajé con 12 cajas del hongo Botrytis cinerea con un
crecimiento previo de 10 dias en agar PDA incubadas a 25°C y a cada caja se le
agregaron 3 mL de una solucién de Tween 80 al 0.5% (la cual fue previamente
esterilizada), posteriormente cada caja fue raspada con un bisturi para poder
arrastrar las esporas del hongo, finalmente el volumen de cada caja se filtr6

obteniendo asi el inoculo (Figura 16).
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Figura 16. Preparacion del inéculo.

Para realizar el conteo de esporas, se colocd sobre la cAmara de NeuBauer un cubre
objetos especifico, para luego colocar una gota de inoculo en la parte central, la
camara de NeuBauer se llevé al microscopio en el cual se realizaron los ajustes

necesarios (ajuste de luz y resolucién) para poder realizar el conteo.

La camara de NeuBauer cuenta con dos areas y cada una de ellas esta dividida a su vez
en: 4 cuadros divididos en 16 cuadrantes y un cuadro central en 25 cuadros como se

muestra en la Figura 17.

Figura 17. Camara de NeuBauer para el conteo de esporas.

Como el in6culo se encontraba muy concentrado se realizaron diluciones para facilitar

el conteo en el microscopio, hasta obtener una concentracién de 1x10¢ esporas/mL.

Durante el conteo se consider6 que si una de las esporas se encontraba cruzando una
de las lineas divisoras de los cuadrantes, esta no seria tomada en cuenta (Gutiérrez y

Juarez, 2011).
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4.7.3.Inoculacion de las fresas
La inoculacién de las fresas se realiz6 colocando 100pL del in6culo de Botrytis cinerea
en el pedunculo de la fresa con una solucion de 1x106 esporas/mL en un lote de 500
fresas y se incubaron 24 horas a 25°C en una camara humeda para permitir la

implantacién del hongo.

4.7.4.Aplicacion de los envases activos y no activos en fresas
Los dos lotes de 500 fresas se separaron en grupos de 10 fresas para su empacado y
evaluacion durante 12 dias de almacenamiento.

Para llevar a cabo el envasado activo de las fresas se llevo a cabo el siguiente proceso:

Recepcicn

Seleccion y

Fruta dafiada
acondicionamiento pediculo

3 Lavado y desinfeccion .
Sol.Cloradaal 2% > t= 1min

Agua estéril
[

Secado

A X t= 30 min
100uL de inoculacion
esporas 1x105——

Envasado no
activo

Envasado activo

Almacenamiento

Figura 18. Diagrama de aplicacién de los envases activos en fresas frescas.
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Recepcion: La fresa de adquirié en la Central de Abastos de la Ciudad de México
Seleccion y acondicionamiento: se eliminé todo la materia extrafa y aquellos frutos
que presentaron dafio por enfermedad o dafio mecanico, se aceptaron aquellos frutos
que presentaron una apariencia firme, fresco y de color rojo caracteristico.
Posteriormente se cortaron las hojas y el pediculo.

Lavado y desinfeccion: a uno de los lotes se le realizé una desinfeccién por aspersiéon
con hipoclorito de sodio al 2% durante 1 minuto, seguidamente fue enjuagado con
agua estéril.

Secado: se dejaron secar las fresas desinfectadas por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Inoculacion: se colocaron 100 pL en el pedinculo de la fresa, y se incubaron durante
12 horas en una cAmara humeda a 25°C para permitir la implantacién del hongo.
Envasado activo: se colocé el 5% de la tarrina de esferas de gel que contenian el
aceite esencial de limén en almohadillas de papel filtro para facilitar la liberacién de
los compuestos volatiles y para que las fresas no estuvieran en contacto directo con
las esferas de gel. Posteriormente se colocaron 10 fresas en las tarrinas de plastico
(PET) y se sell6 correctamente para evitar contaminaciones y pérdida de los
compuestos volatiles del aceite esencial.

Envasado no activo: se colocaron 10 fresas en tarrinas de plastico (PET) y se sell6
correctamente para evitar contaminantes.

Almacenamiento: las fresas se almacenaron a una temperatura de 4°C hasta el dia de

su evaluacion (cada dos dias).

4.8. Técnicas analiticas
4.8.1.Métodos empleados para la caracterizacion de los aceites esenciales

4.8.1.1. Determinacion de color
La determinacién del color se llevé a cabo con un espectrofotémetro (Marca KONICA
Minolta, Modelo CM-600d) (Figura 19) por el sistema Hunter Lab, que representa la

cromaticidad en coordenadas rectangulares; Luminosidad (L) que define el grado de
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intensidad luminica desde negro=0 y blanco=100, “a” en el eje horizontal muestra
desde valores negativos una inclinacion al verde-azulado hasta un rojo purpura en sus
valores positivos y “b” en el eje vertical contribuye en sus valores negativos con azul
hasta amarillo en los positivos. Estos dos ultimos parametros representan las
coordenadas del croma o saturacién de color el cual se calculé a partir de la ecuacién
(C =+a? + b?) y a su vez también se obtuvo el tono del angulo hue con la ecuacion

(hzarctan(%)) que representa el color rojo-purpura=0, amarillo=90, verde

azulado=180y azul=270 (McGuire, 1992).

Figura 19. Espectrofotémetro Minolta CM-600d.

4.8.1.2. Densidad relativa
La densidad relativa es la relacién de la masa de un volumen dado de una sustancia y
la masa de un volumen igual de agua en las mismas condiciones de presion y
temperatura. La densidad relativa se determind mediante un picnémetro (Figura 20)

de acuerdo al método descrito por la norma NMX-F-075-1987.

Figura 20. Picnémetro.
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4.8.1.3. Indice de refraccién
El indice de refraccion se determind de manera directa, este es un método que se basa
en la medida directa del angulo de refraccién; o bien, en la observacion del limite de
reflexion total, manteniendo la sustancia dentro de condiciones de isotropismo y
transparencia. El método se llev6 a cabo de acuerdo a la norma NMX-K-129-1976, en
un refractémetro de mano Marca Atago PAL-BX/RI (Figura 21) a 20°C. Los resultados

se expresaron como indice de refraccion.

Figura 21. Refractometro.

4.8.1.4. Residuos a la evaporacion
La determinacién del residuo a la evaporacion se lleva a cabo mediante el método
descrito en la norma NMZX-F-077-1976 para aceites esenciales. El residuo de
evaporacién se basa en la medicién de la diferencia de pesos, que sufre la muestra, al
pasar por un proceso de calentamiento controlado, en la cual se evaporan las

sustancias volatiles (Figura 22).

Figura 22. Residuos de aceites esenciales
4.8.1.5. Solidos solubles
El contenido de solidos solubles se determin6é por lectura directa el cual se

fundamenta en la propiedad de los liquidos de refractar la luz en proporciéon a su
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contenido de solidos solubles totales. La medicién se realizé colocando una gota de
aceite esencial, extraido de la piel de los citricos sobre el prisma de medicion
mediante un refractometro de mano Marca Atago PAL-BX/RI (Figura 21) a 20°C. Los
resultados se expresaron como °Brix (NMX-FF-015-1982).

4.8.2. Parametros de calidad evaluados en las pruebas in-vivo

4.8.2.1. Determinacion de firmeza
En la determinacion de la firmeza se utilizé un penetrémetro PCE-FM200 con punta
cilindrica de 8mm de didmetro, para medir el esfuerzo necesario para vencer la
resistencia que presenta la pulpa a la introduccién de un embolo de metal (Figura 23).
Los resultados se expresaron como la fuerza necesaria para penetrar la pulpa N/nm

(NMX-FF-014-1982).

Figura 23. Penetrometro digital.

4.8.2.2. Determinacion de color
La determinacion de color se llevo a cabo mediante el mismo colorimetro y sistema
descrito en el apartado 4.8.1.1, con la diferencia que las mediciones fueron realizadas

en la parte exterior de las fresas.

4.8.2.3. Determinacion de pérdida de peso
Se determin6 de acuerdo al método descrito por Pérez y Ramos (2006), donde se
evalu6 mediante la diferencia entre pesos, tomando como base el peso inicial de cada

una de los envases menos su peso final (Figura 24). El resultado se expres6 como %
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de pérdida de peso durante el almacenamiento. La determinacidn se realiz6 para cada

tratamiento, asi como para el grupo control, en todos los dias del almacenamiento.

Figura 24. Balanza semianalitica.

4.8.2.4. Determinacion de indice de decaimiento
El indice de dafios por hongos en los frutos de fresa se determind visualmente durante
todo el experimento. Los frutos que presentaron crecimiento de hongos en la

superficie fueron considerados como dafios, conforme a la siguiente escala subjetiva

(Tabla 9):

Tabla 9. indice de decaimiento.
Nivel % de daiio
1 0
2 1-25
3 26-50
4 51-75
5 76-100

Los resultados se expresaron como indice de decaimiento: ID= (1n+2n+3n+4n+5n)/N,
donde n= numero de frutos en cada rango establecido en la escala subjetiva, para u

tiempo de andlisis dado; N= numero total de frutos examinados (Silva et al, 2013).
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4.8.3. Parametros fisicoquimicos

4.8.3.1. Determinacion de pH
El pH es una medicién de la actividad de iones H* e indica acidez. Esta puede ser
medida por uso de un electrodo patréon de hidrogeno y otro de referencia
(potencidémetro digital Marca HANNA HI 208) (Figura 25). Se utiliza buffers de pH
estandar para su calibracion (AOAC, 1990). Se tomaron 10 mL de muestra filtrada, la
cual se separd previamente con 10g de muestra del fruto homogenizado y 90 ml de
agua destilada, la medicion del pH se realizé de manera directa al sumergir el

electrodo en la solucién a temperatura ambiente (NMX-F-317-S-1978)

Figura 25. Potenciémetro digital.

4.8.3.2. Determinacion de acidez titulable
Se determind con una solucién de hidroxido de sodio 0.1N empleando fenolftaleina
1% como indicador con una alicuota de solucién filtrada (Figura 26). Los resultados

se expresan en porcentaje de acido citrico (AOAC, 1990).

Figura 26. Titulaciéon de una muestra de fresa.
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4.8.3.3. Determinacion de sélidos solubles
La determinacion de sélidos solubles se llevé a cabo mediante el mismo refractometro
y sistema descrito en el apartado 4.8.1.3, con la diferencia que las mediciones fueron
realizadas con una gota del jugo extraido de las fresas, el cual se tom6 de 10 gramos

de fresa previamente homogenizadas.

4.8.4.Parametros fisioldgicos

4.84.1. Determinacion de respiracién
Los cambios en la concentracion de oxigeno y didxido de carbono en el envase activo
se determinaron utilizando un analizador de gases (Quantek DualTrack 902D) con el
cual se midi6 del porcentaje de CO; retenido en el espacio de cabeza de cada envase

(Figura 27).

Figura 27. Analizador de gases.

El equipo consta de 3 partes: una fuente de infrarrojo, la celda donde se coloca el gas a
medir y un detector y trabaja sobre el principio de que el gas COz absorbe luz
infrarroja, de manera que una determinada cantidad de este gas que penetre en dicho
analizador originara una sefial que es proporcional a la concentraciéon del CO; en la

corriente de aire que entra por accién de una bomba (Gutiérrez y Juarez, 2011).
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4.8.5.Atributos sensoriales

4.8.5.1. Determinacion de parametros sensoriales
Dentro del experimento fue necesaria la evaluacién de los atributos sensoriales de los
frutos, esto con el objetivo de determinar si la presencia de los aceites esenciales
dentro del envase no alteraba las caracteristicas organolépticas de las fresas, para ello
se utilizaron hedoénicas para evaluar la aceptacion o rechazo de un producto

determinado, el formato empleado se muestra en la Tabla 10 (Pérez, 2013).

Tabla 10. Parametros sensoriales de la fresa.

FRESA

Parametro M1 M2 M3 M4

Apariencia visualA

Intensidad de
color?

OlorA

Olores extranosB

SaborA

Sabor extraino?

Textura¢

Calificacion

globalA
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Tabla 10. Parametros sensoriales de la fresa (continuacidn).

A) Escala general
1. Muy mala
2. Mala
3. Aceptable como
consumo
4. Buena

5. Muy buena

limite de

B) Escala de olores y sabor
extrano

1. mucho

2. Alguno

3. aceptable

4. Leve

5. Ninguno

C) Escala de textura
1. Muy blanda
2. Blanda

3. aceptable como

limite de

D) Escala de intensidad de color
1. Rojo muy claro
2. Rojo claro

3. Rojo

consumo 4. Rojo intenso
4. Firme 5. Extremadamente rojo
5. Muy firme

4.8.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con un paquete estadistico IBM SPSS Statistics
version 20, donde se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y comparacidon de
medias mediante pruebas de rango multiple (Tukey y Duncan) aplicando un nivel de
significancia del p<0.05%, para determinar si existe diferencia significativa entre los

tratamientos de estudio
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Evaluacion del rendimiento en la extraccion de aceites esenciales de
naranja, limon y toronja por hidrodestilacion.

Los aceites esenciales son compuestos aromaticos producidos por varios géneros de
plantas que poseen actividad biolégica y/o extractos vegetales con actividad
antifingica contienen compuestos que son sintetizados por las plantas como

mecanismo de defensa contra algunos microorganismos (Contreras y Olivares, 2014).

Los aceites esenciales de citricos, localizados en sacos oleosos de flavedo, son
utilizados en la industria de alimentos como bebidas, confiteria, aromas, saborizantes,
helados, y gomas entre otros. Un problema comun en la producciéon de los aceites
esenciales radica en la diversidad de los rendimientos obtenidos para una misma

planta aromatica (Cerpa, 2007).

El rendimiento del aceite esencial depende, entre otros factores, de la variedad,
condiciones de cultivo, incidencias climatolégicas, tamano de fruto, grado de madurez,
época de cosecha (Olaeta et al, 2002), nivel de produccion, tipo de método de

extraccion del aceite y a otros factores adicionales (Cerpa, 2007).

Cabe sefialar que las cascaras de los citricos no pueden ser almacenadas ya que
presentarian pérdida de compuestos importantes del aceite esencial. Por lo tanto debe
ser ingresada al proceso directamente después de la extraccion del jugo (Cerdn y

Cardona, 2010).

En la Tabla 11 se muestran los rendimientos obtenidos de la cascara de los citricos de
naranja, limon y toronja en las diferentes condiciones propuestas, donde los mayores
rendimientos se obtuvieron por parte de la cascara de naranja, seguido del limén y en

menor cantidad de la toronja el cual obtuvo un rendimiento del 0.12% con remojo y
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0.15% sin remojo. Por lo que se decidié no considerar el aceite esencial de toronja
para continuar con la experimentacion por sus bajos rendimientos que presento.

Tabla 11. Rendimientos de los aceites esenciales.

Citrico Condicion Rendimiento
(%)
Naranja 1.40+£0.20d
Limon s/ remojo 0.80+0.10b
Toronja 0.15+0.04 a
Naranja 1.09+£0.08 ¢
Limé6n ¢/ remojo 0.85+0.01 b,c
Toronja 0.12+0.04 a

Los valores representan la media de tres repeticiones * desviacién estandar. Letras diferentes

en cada fila indican diferencia significativa (p=0.05) entre tipo de cascaras.

Respecto a las extracciones llevadas a cabo con las diferentes condiciones (remojo y
sin remojo) presentaron diferencia significativa (p<0.05) en la cantidad de aceite
esencial obtenido entre ellos, siendo los rendimientos obtenidos con remojo de las
cascara de naranja y limén no presentaron diferencia significativa (p=0.05), mientras
que el aceite esencial de toronja si present6 diferencia significativa (p<0.05) con

respecto a la cantidad de aceite esencial obtenido de la cascaras de naranja y limdn.

En los dos tratamientos empleados (con remojo y sin remojo de la cascara por 1 hora)
el aceite esencial de naranja presentd diferencia significativa (p<0.05), obteniendo
mayor rendimiento sin remojo de la cascara. Por lo que decidi6 trabajar con la
extraccion del aceite esencial de naranja con remojo ya que se obtuvo el mayor
rendimiento (1.4%); ademas en lo que respecta a la extraccion de aceite esencial de
limén al no presentar diferencia significativa (p=0.05) entre los procedimientos, se

decidié trabajar sin remojo para reducir el tiempo de extraccién del aceite esencial.
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Luna (2007) estudio la extraccién de aceite esencial de cuatro variedades de naranja
(naranja comun Ay B, tangelo y grey) por el método de hidrodestilacion asistida por
microondas reportando que el remojo mejoré notablemente el rendimiento de los
aceites esenciales, sobre todo el de la naranja tangelo, que presenté un aumento del
230%. Ademas de que hace mencion que el remojo evité que la parte del material
bioldgico se quemara; estos resultados difieren con lo obtenido en este trabajo, ya que
con el remojo se obtuvo una disminucion del 22.35% para el aceite esencial de
naranja, esto pudo deberse a los diferentes métodos de extraccion de los aceites

esenciales.

Andreatta et al. (2012) estudiaron aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion a
partir de limén, orégano, peperina, laurel E.Globulus y E. Camaldulensis. reportando
rendimientos del aceite esencial de limén del 2.935% donde secaron la cascara de
limén hasta obtener una humedad aproximada del 10%, empleando un tiempo de
extraccion de 2 horas, estos resultados difieren con los obtenidos, ya que se
obtuvieron menores cantidades de aceite esencial de limén siendo hasta 3.5 veces
menor que los reportados por Andreatta et al. (2012) con un mayor tiempo de
extraccion, a pesar de que la humedad de la cdscara de naranja no se control6, de
mismo modo se realizé una disminucién del tamafo de particula en este experimento
lo cual también realizé Andreatta et al. (2012) por lo cual puede deberse al control de

humedad la diferencia entre los rendimientos obtenidos.

De acuerdo con Rojas et al. (2008) se han reportado rendimientos del 0.4% para los
aceites esenciales de naranja y del 0.05% para los de mandarina extraidos por
prensado en frio, reportando rendimientos para los mismos aceites (mandarina y
naranja) obtenidos mediante destilacion por arrastre de vapor de 0.2% y de 0.14%,
mientras que para el aceite esencial de toronja obtuvo un rendimiento del 0.07%
difiriendo con los resultados obtenidos en este proyecto donde se obtuvieron
rendimientos de 1.4033 y 0.1508 % para el aceite esencial de naranja y toronja,
respectivamente. Cabe mencionar que Rojas et al. (2008) atribuye la disminucion de

los rendimientos de los aceites esenciales en la técnica de destilacién por arrastre de
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vapor a la absorcién de agua por el albedo, difiriendo con lo mencionado

anteriormente con los trabajos de Luna (2007).

Por otro lado Soto et al. (2013) trabajaron en la caracterizacién quimica del aceite
esencial de toronja (Citrus paradisi L.) mediante el método de hidrodestilacion donde
obtuvieron un rendimiento final de 0.30% de aceite esencial de toronja, difiriendo con
lo obtenido en este trabajo ya que se obtuvo entre 0.12% 0.15% de aceite esencial de

toronja.

De lo que se concluye que existen diferentes factores externos e internos que influyen
en la calidad y rendimiento del aceite esencial. Entre los factores externos se
encuentra el clima, el suelo, enfermedades y plagas, las condiciones técnicas de
cultivo, cosecha y postcosecha. Entre los factores internos se encuentra la variedad o
seleccidon dentro de una misma especie, etapa de desarrollo de una especie, a la parte
vegetal que se utilice asi como a las condiciones previas al proceso de extraccién y el

método de extraccion del aceite esencial (Fontenla, 2006).

Asimismo, Fontenla (2006) menciona que el grado de madurez de la especie utilizada
es uno de los factores mas influyentes en el rendimiento y la composicidn del aceite

esencial.

Las diferencias entre las cantidades relativas encontradas en este estudio y las
reportadas en la bibliografia, pueden atribuirse a los diferentes factores

anteriormente mencionados.

5.2. Anadlisis fisicoquimico de los aceites esenciales
El control analitico de los aceites esenciales permite determinar la calidad y el grado
de pureza, ademas de ofrecer informacidn sobre la tecnologia de produccién y el area
geografica de procedencia. El desarrollo de estos métodos esta estrechamente ligado

al proceso del conocimiento de la composicion de los aceites esenciales para lo cual ha
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sido determinante el desarrollo de las técnicas de analisis instrumental (Albaladejo,

1999).

Los parametros fisicoquimicos de los aceites esenciales han constituido, junto a la
evaluacion sensorial, hasta la introducciéon del andlisis instrumental el método mas
adecuado para definirlos y, aunque, no resultan muy especificos para cada una de las
muestras, permiten detectar de forma rapida alteraciones en alguna de las fases de
producciéon o son indicativos de la presencia mas o menos destacada de algunos
constituyentes del aceite (Liberti et al, 1973). Sin embargo, las determinaciones tanto
de caracter fisicoquimico como espectrofotométrico, presentan margenes de valores
mas o menos amplios y esto implica la necesidad de utilizar otras técnicas
complementarias en el control real de la genuidad y estado de conservaciéon de un

determinado aceite esencial (Albaladejo, 1999).

5.2.1. Color
Para un mismo método de extracciéon la medida de color de la muestra es el resultado
de la madurez del fruto procesado, asi como la variedad de citrico o la zona de cultivo.
Esta medida se viene realizando a simple vista calificando la tonalidad entre amarillo
claro y verde amarillento (Albaladejo, 1999) para el aceite esencial de limdn, mientras
que Velazquez (2010), menciona que el aceite esencial de naranja es un liquido

cristalino cuyo color varia del amarillo claro al anaranjado oscuro.

El valor numérico de “L” define la luminosidad y los pardmetros “a” y “b” la
cromaticidad. Cuando “a” toma valores negativos, la cromaticidad se aproxima al color
verde, mientras que para valores de “a” positivos tiende hacia cromaticidad roja. En
relacién a la notaciéon cromatica de “b”, los valores mas negativos, presentan tonalidad
azul y los positivos tonalidad amarilla (Albaladejo, 1999) los valores obtenidos

mediante determinacién colorimétrica para dos aceites esenciales (naranja y limén)

se describen en la Tabla 12.
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Tabla 12. Parametros cromaticos L*a*b* en aceite esencial de limén y naranja.

Parametro Naranja Limon
L 43.11+1.82 45.70+2.59
a 0.61+0.03 -0.32x0.04
b -1.71£0.11 0.76£0.06

Tono 70.34+1.92 67.21+2.58
Croma 1.81+0.10 0.81+0.07
Los valores representan la media de 5 repeticiones + desviacion estandar

Los valores de “a y b” para el aceite esencial de naranja se encuentran muy cercanos
al cero lo que indicaron que es un color neutro o que son colores acromaticos (no
tienen color). Por otro lado, los resultados obtenidos en el parametro “b” del aceite
esencial de limén (Tabla 12), indicaron que las muestras poseen un color amarillo y
los valores de “a”, muestran una tendencia ligera a una coloracion verde., por lo que se
puede deducir que el aceite de limén es transparente con cierta tonalidad. Esta
descripcion corresponde a la apariencia descrita en la norma NMX-F-063-1978, que es

un liquido cristalino cuyo color varia del amarillo claro al anaranjado oscuro.

De acuerdo a Albaladejo (1999) quién realizé un estudio de las caracteristicas fisico-
quimicas de 12 muestras de aceite esencial de lim6n producido en Espafia reporta
valores maximos para Luminosidad= 35.05, a= -0.78 y b=3.6, mientras que Velazquez
(2010) reporta valores de 95.34, 0.024 y 0.70 para “Luminosidad, a y b”
respectivamente en aceite esencial de naranja, difiriendo con los resultados obtenidos
en este trabajo en “L”; ya que para el aceite esencial de naranja presenta 52.23
puntos por arriba de lo obtenido, mientras que para el aceite esencial de limén se
encuentra a 10.35 puntos por debajo, por otra lado tanto Velazquez (2010) como
Albaladejo (1999) presentan valores similares de los parametros “ay b” ; los cuales se
encuentran muy cercanos al cero, estas diferencias con respecto a los demas autores
puede deberse los diferentes factores internos y externos que influyen en las
caracteristicas fisicoquimicas de los aceites esenciales como son los métodos de

extraccion o las variedades y estado de madurez de los citricos estudiados.
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5.2.2. Densidad relativa
La densidad del aceite esencial de naranja a 25°C es de 0.833g/cm3, lo cual se acerca
estrechamente con lo reportado en la Norma NMX-F-063-1978, de 0.842 - 0.846
g/cm3 para el aceite esencial de naranja, difiriendo con lo reportado con Luna (2007)
y Velasquez (2010) donde obtuvieron una densidad de 0.850 y 0.848g/cm3,

respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Densidad del aceite esencial de naranja y limén.

Propiedad  Naranja Limon
Densidad ;o256 002 0.874+0.008
g/cm3

Los valores representan la media de 3 repeticiones * desviacidn estandar

Del mismo modo, la densidad del aceite esencial de limén a 25°C es de 0.874 g/cm?3
difiriendo con el valor reportado por la Norma NMX-F-062-1974, donde reporta un
valor minimo de 0.855 g/cm3 y un maximo de 0.863 g/cm3 de igual modo con lo
obtenido por Liberti et al, (1973) quienes reportan un valor de 0.8575 g/cm3 y con
los datos obtenidos por Di Giacomo y Mincione (1994) donde reportan una densidad

de 0.8590 g/cm3.

De acuerdo a Ramirez (2008) la densidad de los aceites varia dependiendo de la
especie y lugar de origen. Por otro lado, Fontenla (2006) menciona que las diferencias
en los valores de densidad pueden deberse al método de extraccidn y a la trituraciéon
de la materia prima lo que puede ocasionar que ciertos compuestos se volatilicen

antes de ingresar al equipo de destilacion.

De acuerdo a lo reportado por Guenther (1948), es importante tener en cuenta que el
valor de la densidad es un indicador de la calidad y pureza del aceite, cuando mas alto
el valor, el aceite es mas puro, es decir, el componente activo se encuentra en mayor
proporcidn. De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo el aceite esencial

de limoén tiene un alto grado de pureza ya que su densidad se encuentra por arriba de
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0.874 g/cm3 mientras que el aceite esencial de limoén present6 un densidad de 0.83%

g/cm3 menor a la reportada por otros autores.

5.2.3. indice de refraccién
El indice de refraccién observado en las muestras es de 1.4688 para el aceite esencial
de naranja (Tabla 14), difiriendo con lo reportado en la Norma NMX-F-063-1978
donde se indican valores maximos y minimos de 1.4720 y 1.4740 respectivamente,
mientras que para el aceite esencial de limén se encontré muy cerca del intervalo
reportado con la norma NMX-F-062-1974 donde reporta un valor minimo de 1.4745

y un maximo de 1.4770.

Tabla 14. indice de refraccién del aceite esencial de limén y naranja

Naranja Limon

indice de

Los valores representan la media de 3 repeticiones * desviacidn estandar

Los resultados registrados para este parametro difieren con lo reportado por Viuda et
al. (2008) donde reportan un indice de refracciéon del aceite esencial de la cascara de

naranja de 1.47 a 20°C.

Por otro lado Sinclair (1984), menciona que el indice de refracciéon disminuye al
aumentar la temperatura y es directamente proporcional a la densidad, los valores
encontrados en el aceite esencial de limén, permiten observar variaciones que no son
significativas, mientras que las variaciones de aceite esencial de naranja pudieron ser
afectadas por diversos factores como son: variaciones climaticas, riesgos,
enfermedades entre otras sin embargo estos valores se encuentran muy cercanos del

rango de los valores del aceite esencial de limon.

Fontela (2006) en su estudio indica que el indice de refraccién esta en estrecha

relacion con la calidad del aceite, a mayor indice de refraccién es mas puro y por lo
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tanto de mayor calidad, de igual manera Velazquez (2010), atribuye la medicién de
esta propiedad como prueba fisicoquimica para el control de pureza y calidad de
aceites puros mientras que Ramirez (2008), menciona que el grado de pureza esta
relacionado directamente con el porcentaje del principal componente del aceite
esencial. De acuerdo con los valores obtenidos en este estudio y a lo reportado por
Fontela (2006) y Ramirez (2008) el aceite esencial de limén presenta en mayor

medida un alto de grado de pureza y calidad con respecto al aceite esencial de naranja.

5.2.4. Residuos a la evaporacion
Los residuos a la evaporacion representan la fraccién no volatil del aceite esencial que
generalmente esta constituido por ceras, parafinas, camarinas, furocumarinas de
caracter y componentes de elevado peso molecular. Parece estar relacionado con el
tipo de proceso de extraccion que produce un mayor o un menor esfuerzo mecanico

sobre la corteza del fruto (Albaladejo, 1999).

Los aceites esenciales (AE) contienen entre 85-99% de componentes volatiles y
15.01% de componentes no volatiles. Los constituyentes volatiles son una mezcla de
monoterpenos (limoneno) y los hidrocarburos de sesquiterpeno y sus derivados
oxigenados incluyendo: aldehidos (citral), cetonas, acidos, alcoholes (linalol) y ésteres
(Fisher y Phillips, 2008). El limoneno es el componente quimico principal de los AE de
citricos que va desde un 32 a un 98% (Espina et al,, 2011). En la determinacion de
residuos a la evaporacion se obtuvieron los siguientes porcentajes que se presentan

en la Tabla 15.

Tabla 15. Residuos a la evaporacion del aceite esencial de naranja y limén.

Naranja Limon

Residuos a la
evaporacion 0.964+0.133 3.777+0.276
(%)

Los valores representan la media de 3 repeticiones * desviacion estandar

Los resultados obtenidos en este proyecto son de 0.964 % para el aceite esencial de

naranja, encontrandose dentro del intervalo reportado en la norma NMX-F-063-1978
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donde el valor establecido es de un maximo de 5%, mientras que para el aceite
esencial de limén se obtuvo un porcentaje de 3.77% el cual sobrepasa el intervalo
presentado en la NMX-F-062-1974, donde se reporta un minimo de 0.2% y un maximo
de 2.2%. De acuerdo a Blanco et al. (1995) se ha observado que, en la cascara de
limén, la concentracién maxima de compuestos volatiles es cuando el fruto esta en la
etapa de maduracién intermedia, por lo que un mayor porcentaje en los residuos a la
evaporacion del aceite esencial de limon encontrado en esta investigacion, indicarian

que el fruto se encontraba en esta etapa de maduracion.

5.3.  Evaluacion de las propiedades antifiingicas de los aceites esenciales.
La actividad antimicrobiana de aceites esenciales extraidos de plantas y especias
adicionados en forma directa a sistemas modelo ha sido estudiada y evaluada
constantemente durante los Ultimos afios. Sin embargo, la actividad antimicrobiana de
diversos aceites esenciales en fase vapor y su efectividad contra mohos, levaduras y
bacterias empez6 a investigarse recientemente, siendo aun escasos los aceites

esenciales y los microorganismos evaluados (Reyes et al, 2012).

El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales es evaluado mediante pruebas in
vitro, generalmente por el método de difusion en disco, donde un disco de filtro se
impregna con el agente antimicrobiano colocado sobre la superficie de las placas de
agar inoculadas y se observa la inhibicion del crecimiento. A finales de la década de
1950 este método fue adaptado para la deteccion de vapores de AE colocando el disco
de filtro en la tapa de la caja Petri (Maruzzella y Sicurella, 1960). Otro método de
evaluacion de la actividad antimicrobiana es hacer un pozo en el agar inoculado y
afiadir la sustancia de ensayo. Ninguno de los métodos de deteccidn son cuantitativos
y solo dan una indicacion de las propiedades antimicrobianas que contienen (Fisher y
Phillips, 2008) por otra parte, numerosas investigaciones indican el efecto
antimicrobiano que tienen los aceites esenciales extraidos de plantas y especies
(Reyes et al, 2012) mostrando una actividad antifingica contra patdgenos

postcosecha en un amplio intervalo de hongos (Ramos et al, 2010).
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5.3.1.Pruebas in vitro de capacidad antifiingica en Botrytis cinerea.

El poder antifiingico del aceite esencial de naranja, limo6n y la combinaciéon de ambos

aceites se evaluaron en tres concentraciones sobre el crecimiento micelial de Botrytis

cinerea, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28.

La incidencia de la enfermedad causada por el hongo Botrytis cinerea tuvo una

tendencia a aumentar, pero el crecimiento del hongo por la aplicaciéon de las

diferentes concentraciones de AE de naranja, limén y la combinaciéon de estos fue

retrasando el crecimiento micelial en comparacion con el control, ya que este mostro

un 100% de crecimiento al quinto dia de estudio.

Inhibion (%)

Tiempo de estudio (Dias)

a)

“control 9000 ppm <+ 10000 ppm  #=11000 ppm

8 B8 8

Inhibicion (%)
&
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<control 49000 ppm b 10000 ppm  <W=11000 ppm
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&

g

E

g
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Tilempo de estudio (Dias)
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c)

10000 ppm 11000 ppm

Figura 28. Porcentaje de inhibicion de los aceites esenciales de (a) naranja, (b) limén y (c) la
mezcla aceite esencial de limoén y naranja (50-50%) en pruebas in vitro a tres distintas
concentraciones (9000, 10000 y 11000 ppm). Las barras verticales representan + desviacién

estandar.
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El aceite esencial de naranja (Figura 28a), present6 inhibiciéon en el crecimiento
micelial del hongo en los primeros dos dias de la prueba in vitro con las diferentes
concentraciones propuestas, presentando diferencia significativa (p<0.05) con
respecto al crecimiento micelial del control. A partir del cuarto dia de incubacidn, se
observé una disminuciéon en la inhibiciéon del crecimiento micelial en las tres
concentraciones de aceite esencial propuesta siendo dicho porcentaje de 43.92, 58.21
y 72.5% para las concentraciones de 9000, 10000 y 11000 ppm respectivamente,
registrando diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion de 11000 ppm en el
porcentaje de inhibicién con respecto a la demas concentraciones utilizadas y
destacando que esta concentracion inhibi6 en mayor medida el crecimiento del
microorganismo. A partir del quinto dia se observé que la inhibicién en el crecimiento
del hongo fue del 35.35% para la concentracién de 11000 ppm, mientas que paras las
concentraciones de 9000 ppm y 10000ppm el porcentaje de inhibicién fue de 6.78 y
8.21% respectivamente; observandose que el efecto de los compuestos activos
presentes en el aceite esencial de naranja tiene una actividad inicial de alrededor de 5

dias sobre el crecimiento del hongo Botrytis cinerea.

Algunos estudios realizados por Viuda et al. (2008) quienes trabajaron con aceite
esencial de naranja, limén y toronja para inhibir el crecimiento de dos variedades del
hongo Aspergillus y Penicillium, reportan que a una concentracion de 0.94% se inhibi6
por completo el crecimiento de Aspergillus Niger; siendo el AE de naranja el que
produjo la mayor reduccién en el crecimiento del micelio con este hongo en 0.27%,
0.47% y 0.71%, con reducciones porcentuales del 29.5%, 36.4% y 48.1%,
respectivamente, lo cual indicaria que la efectividad del aceite esencial esta en funcién
no solo de la concentracion empleada, sino también el tipo de microorganismo que se
pretenda combatir. En el estudio realizado por Velazquez et al. (2013) sobre la
actividad antifingica del aceite esencial de la cascara de naranja (Citrus sinensis var.
Valencia) comparo la eficiencia antifingica del aceite esencial en 6 concentraciones
diferentes (500, 1000, 2000, 4000, 8000 y 16000 ppm ) aplicandolo por la exposicion
al vapor y por la adicidn directa sobre el crecimiento de Aspergillus flavus; en donde

reportdé una concentracion minima inhibitoria para el crecimiento de A. flavus por
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adicién directa de 16000ppm , mientras que para el contacto con vapor fue de 8000
ppm difiriendo con lo reportado en esta investigacion; ya que a una concentraciéon de
11000 ppm por contacto con vapor inhibié al hongo Botrytis cinerea en 5 dias de
estudio un 35.35%, también indicaron que para ambos métodos el crecimiento de A.
flavus disminuy6 al aumentar la concentraciéon de AE, similar a lo observado en esta
investigacion, por otro lado menciona que el efecto del AE de la cascara de naranja
por adicion directa es mas rapido, mientras que los vapores del AE de naranja son mas
eficaces ya que se requieren concentraciones mas bajas para conseguir el mismo

efecto antifungico.

En el caso del aceite esencial de limén (Figura 28b), se observo que el efecto
inhibitorio fue mayor en comparaciéon con el aceite esencial de naranja, obteniendo
que para el cuarto dia de incubacién las tres concentraciones propuestas presentaron
un 100% de inhibicién en el crecimiento micelial de Botrytis cinerea, en el dia cinco
empieza un descenso en el porcentaje de inhibicién en las concentraciones de 10000 y
11000 ppm con un porcentaje de inhibicion de 90.53 y 94.64%, respectivamente,
mientras que la concentracion de 9000 ppm present6 un porcentaje de inhibicion de
78.92%, disminuyendo gradualmente conforme pasaban los dias de incubacidn,
siendo la concentraciéon de 11000 ppm, la que presentdé mayor porcentaje de
inhibicién al dia 10 de incubacién (24.2%) observandose que el porcentaje de
inhibicién estuvo en funciéon de la concentracion del aceite utilizado, presentando

diferencia significativa (p<0.05) con respecto al control.

Viuda et al. (2008) quienes trabajaron con aceite esencial de naranja, limon y toronja
para inhibir el crecimiento de dos variedades del hongo Aspergillus y Penicillium
encontraron que el aceite esencial de limon fue el segundo mas eficaz con reducciones
en el crecimiento de micelio de 21.6, 26.0 y 40%, en concentraciones de 0.27, 0.47 y
0.71% respectivamente, durante 9 dias de incubacion de los hongos, mostrando asi
que el aceite esencial de naranja y limon poseen actividad antifingica contra otros
hongos ademas de Botrytis cinerea, ademas de que en este caso el aceite esencial de

naranja fue el que presenté un mayor efecto antifingico, difiriendo con los obtenido
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en este estudio ya que el aceite esencial de limén fue el que registr6 un mayor efecto

antifingico frente al hongo Botrytis cinerea.

El efecto antifungico de los aceites esenciales sobre el crecimiento del hongo se basa
en el dafio que ocasionan los compuestos bioactivos producido por un solo compuesto
principal o por el efecto sinérgico o antagénico de diversos compuestos (Sharma y
Tripathi, 2008) y mediante la reduccién o inhibicidn total del crecimiento fingico de
una manera dosis respuesta (Viuda et al,, 2008). En el estudio realizado por Velazquez
et al. (2013), identificaron al limoneno (representando el 96.62%), -mirceno, [3-
pineno, a-pineno, asi como citral Z y E, como los principales compuestos del aceite
esencial de la cascara de naranja. Mientras que Perdones et al. (2016) identificaron al
limoneno, y-terpineno, B-pineno, mirceno, p-cimeno, sabineno, y « citral como los
principales compuestos del aceite esencial de limoén. Dichos compuestos mencionados
anteriormente son los causantes de la actividad antifiingica y microbiana de cada uno

de los aceites esenciales.

La efectividad antifungica y antimicrobiana de los aceites esenciales de citricos se ha
demostrado en numerosas investigaciones, sin embargo, no se tiene un mecanismo de
accion especifico. De acuerdo a Aguilar et al. (2010) el mecanismo antimicrobiano
puede ser un ataque a la bicapa de fosfolipidos de la membrana celular, la
interrupcion de los sistemas enzimaticos, la formacién de hidropexido de acido graso
por la oxigenacion de acidos grasos insaturados, la coagulacién del citoplasma; asi
como el flujo de lipidos y proteinas. Por otro lado, Viuda et al. (2008) sugiere que los
componentes de los aceites esenciales cruzan la membrana celular, interactuando con
las enzimas y proteinas de la membrana, produciendo asi un flujo de protones hacia el
exterior de la célula que induce cambios en las células y, en ultima instancia, la

muerte.

Cristani et al. (2007) encontraron que la actividad antimicrobiana se relaciona con la
capacidad de terpenos para no afectar solamente la permeabilidad, sino también otras

funciones de las membranas celulares, estos compuestos podrian cruzar las
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membranas celulares, penetrando asi en el interior de la célula y la interaccién con los
sitios intracelulares criticos. Aunque se piensa que el grado de inhibicién de los
aceites puede atribuirse a la presencia de un nucleo aromatico que contiene un grupo
funcional polar entre otros factores como el balance hidrofilico/lipofilico; por
ejemplo; los grupos fenodlicos-OH que son muy reactivos y pueden facilmente formar
enlaces de hidrogeno con los sitios activos de las enzimas (Contreras y Olivares,

2014).

Por otra parte, varios autores han atribuido la capacidad antifungica de los aceites
esenciales de citricos a la presencia de componentes tales como el D-limoneno,
linalool o citral, a la formacion de enlaces de hidrégeno entre el grupo hidroxilo de los
compuestos fenodlicos que estan presentes en diferentes concentraciones de los AE de
citricos (Viuda et al, 2008). Se han propuesto mecanismos de accién posibles por los
cuales el crecimiento del micelio puede ser reducido o inhibido totalmente. Aguilar et
al, (2015)indicé que la inhibicién del crecimiento micelial es causada por los
monoterpenos presentes en los aceites esenciales. Estos componentes podrian
aumentar la concentracion de peroxidos lipidicos tales como hidroxilo, alcoxi y
radicales peroxilo y asi provocar la muerte celular. Para Sharma y Tripathi (2006), los
aceites esenciales actiian sobre las hifas del micelio, provocando la salida de los
componentes del citoplasma, la pérdida de rigidez y la integridad de la pared celular
de la hifa, resultando en su colapso y muerte del micelio. Mientras que Hernandez et
al (2007) en su trabajo de investigacion postula que los componentes de los aceites

esenciales pueden causar rompimiento de la membrana a través de los compuestos

lipofilicos.

Durante el tiempo de estudio se observd que al aumentar la concentracion de aceite
esencial se registré mayor poder inhibitorio sobre el hongo Botrytis cinerea, ya que la
concentracion de 11000 ppm fue la que presentdé un mayor retraso en el crecimiento
del hongo en el aceite esencial de naranja y la combinacion de los aceites mientras que

el aceite esencial de limdn fue el tnico que inhibié el crecimiento micelial del hongo
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en un 24.28 % al final del seguimiento en las pruebas in vitro. De acuerdo a lo anterior,
los aceites esenciales de citricos presentaron actividad antifiingica ante una gran
variedad de hongos y bacterias la cual se ve incrementada conforme la concentracion

aumenta.

Los resultados obtenidos sobre el efecto inhibitorio del aceite esencial de limén
difieren con los resultados presentados por Vitoratos et al (2013), quienes
trabajaron con aceite esencial de orégano, tomillo y limén para evaluar la actividad
antifungica mediante pruebas in vitro de Botrytis cinerea, Penicillium italicum y
Penicillium digitatum; ya que Vitoratos et al. (2013) reportaron que el hongo de
Botrytis cinerea no mostro ningdin crecimiento del micelio en presencia del aceite
esencial de limén a una concentraciéon de 17 pl/ml; el cual fue incorporado
directamente en el agar. De igual manera Botrytis cinerea no mostré la germinacion
de esporas en presencia de los AE de limén y orégano a una concentracion de 22 y
0.02 pl/ml, respectivamente. Por otra parte, Chuah et al. (2010) reportaron que los
aceites esenciales de limén (Citrus limon) exhiben actividad antifingica frente a

Fusarium oxysporumy Glomerella cingulata.

Soylu et al. (2010), estudiaron la actividad antifingica de diferentes plantas de aceites
esenciales frente a Botrytis cinerea quienes evaluaron la actividad antifingica de los
aceites esenciales en contacto directo y en fase volatil sobre el crecimiento del micelio
de B. cinerea donde se encontré que el efecto antifingico de los aceites esenciales
frente al crecimiento del micelio fue mayor que en contacto directo, ya que se
encontr6 que el aceite esencial de orégano presentd efecto antifingico a una
concentracion de 0.2 mg de aire/mL y 12.8 mg/mL en fase vapor y en contacto directo
respectivamente, concordando con el estudio realizado por Velazquez et al. (2013)
ya que ambos autores concluyen que en la fase de contacto directo se requieren
concentraciones relativamente mas altas para inhibir el crecimiento del micelio.

En el estudio por Kloucek et al. (2012) sobre el método de cribado rapido para la
evaluaciéon de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en fase vapor

estudiaron sesenta y nueve AEs para determinar su actividad antimicrobiana frente a
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tres bacterias y tres hongos, donde encontraron que las cepas de hongos eran mas
susceptibles a los vapores de AEs que las bacterias. Las cepas mas susceptibles fueron

A. Alternaria, A. niger siendo inhibidos por 30 y 36 aceites esenciales respectivamente.

Los resultados obtenidos por la combinacion de los aceites esenciales de naranja y
limén (50-50%) (Figura 28c) indicaron en general que no se presentd sinergismo
entre ambos aceites contra el hongo Botrytis cinerea, ya que al dia 8 de estudio el
porcentaje de inhibicion fue del 0%; sin embargo existié un retraso del crecimiento
micelial de 3 dias con respecto al control. Estadisticamente en los primeros 5 dias de
estudio se presento6 diferencia significativa (p<0.05) de las tres concentraciones con
respecto al control, mientras que la concentraciéon que tuvo el mayor efecto inhibitorio

fue a 11000 ppm teniendo un retraso del crecimiento del hongo por 7 dias.

Aguilar et al. (2015) estudio la actividad antiftingica de los aceites esenciales de clavo,
mostaza y la combinacion de estos en fase vapor contra Botrytis cinerea en las fresas
encontrando que el aceite esencial de clavo inhibe el hongo a una concentracién de
92.56uL/L ge aire mientras que se necesitaron 15.42 pL/L qe aire para el aceite esencial
de mostaza. Por otra parte estudiaron las mezclas de los AEs de clavo y mostaza
presentando sinergismo entre %2 de la concentracién minima inhibitoria de AE de
clavo y % del AE de mostaza, mientras que para las pruebas in vivo en las fresas se
necesitaron 11.57 uL/ L ge aire de aceite esencial de clavo de olor y 1.93 pL/ L ge aire de
aceite esencial de mostaza. Concluyendo en su trabajo que el empleo de una
combinacion de aceites esenciales con un fuerte efecto antifingico permite utilizar
menos cantidades para lograr el mismo efecto, lo que podria causar un cambio mas
pequeiio en los atributos sensoriales de la comida. De acuerdo a lo obtenido en este
estudio no se encontrd ningun efecto sinérgico en la combinacion 50-50% de aceite
esencial de lim6n y naranja sin embargo al dia 5 de estudio presentd6 mayor

porcentaje de inhibicion (59.64%) con respecto al aceite esencial de naranja.

Hossain et al (2016) en su trabajo de investigacion determinaron la actividad

sinérgica de ocho aceites esenciales derivados de plantas contra hongos patégenos de
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los alimentos donde el orégano y el tomillo en combinacién resultaron ser las
muestras con mayor eficiencia contra A. Flavus, A. parasiticusy P.chrysogenum, de
igual modo las mezclas de AE de hierbabuena y te de arbol produjeron un efecto
sinérgico contra A. niger, mientras que la combinacién del AE de mandarina y
eucalipto no mostraron ninguna interaccién en absoluto entre las especies de hongos
estudiadas, los componentes que muestran actividades bajas pueden ser utilizados en
combinaciones para aumentar su bioactividad y su actividad antifungica de los

compuestos volatiles.

En la Tabla 16 se muestra el crecimiento de Botrytis cinerea en el aceite esencial de
naranja. En el dia 0 el control presentéd el color caracteristico del agar PDA
(amarillenta clara-transparente), como fueron trascurriendo los dias el hongo fue
presentando una coloracion café claro, hasta alcanzar su maximo crecimiento micelial
el cual se puede observar a partir del dia 5, con el transcurso de los dias el hongo fue
tomando un color oscuro caracteristico de Botrytis cinerea el cual esta relacionado con
su esporulacién y maduracién. Se observo que las concentraciones de 9000 y 10000
ppm presentaron su maximo crecimiento en el dia 6 de incubaciéon presentando la
misma coloraciéon que el control al final de los dias de estudio. Por otro lado, la
concentracion de 11000 ppm al dia 10 de estudio presenté una coloracién café claro
lo cual indica que el AE de naranja present6 un efecto en la germinacién de espora

concordando con lo reportado por Vitoratos et al. (2013).

En la Tabla 17 muestra el seguimiento fotografico del aceite esencial de limén, donde
se observo que la concentraciéon de 9000 y 10000 ppm presentaron su maximo
crecimiento micelial en el dia 9, sin embargo, se aprecié que el color del micelio fue
blanco con una ligera coloracion café debido a que el hongo no present6 una
esporulacion completa. En la concentracion de 11000 ppm durante los 10 dias de
incubacién no presentd esporulacion, lo cual se debe a la incorporacion del AE que son

conocidos por ejercer actividad antimicrobiana.
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En la Tabla 18 se muestran las pruebas in vitro utilizando la combinaciéon del aceite
esencial de naranja y limén (50-50%), se observé que la concentraciéon de 9000 ppm
alcanz6 su maximo crecimiento micelial en el dia 7; mientras que las concentracion de
10000 y 11000 ppm lo hicieron en el dia 8 de estudio. La combinaciéon de los AE
presentaron un mayor porcentaje de inhibicidn respecto al aceite esencial de naranja
ya que alcanzaron su maximo crecimiento micelial entre el 82 y 9° dia de incubacion,
sin embargo no se presentd un sinergismo como para inhibir el crecimiento micelial

del hongo al final de los 10 dias de estudio.

El uso de altas concentraciones de aceites esenciales puede implicar un impacto
organoléptico, causado por alterar el sabor natural del alimento, por ello se han
propuesto la mezcla de aceites esenciales con el proposito de encontrar un sinergismo
entre los componentes y asi minimizar las concentraciones de AE y reducir el efecto
sensorial que puedan presentar en los alimentos. Avila et al. (2012) mencionan que
para reducir el impacto sensorial de los AE, una de las alternativas puede ser el uso de
AE por contacto de vapor en lugar de su adiccién directa para poder conseguir la
inhibicion microbiana a una distancia sin contacto directo del agente antimicrobiano

con la comida.

Algunas investigaciones han reportado que el uso de los vapores generados por
aceites esenciales tienen mayor efecto antimicrobiano en comparacién con el contacto
directo (Reyes y Lopez, 2012) como es el caso de Inouye (2003) donde estudio los
aceites esenciales de canela, tomillo y lavanda presentando un mayor porcentaje de
inhibicion por el contacto de vapor que por contacto directo. Siguiendo la misma linea
Kleucek et al. (2012), mencionan que las cepas fingicas son mas susceptibles a los
vapores de aceites esenciales que las bacterias; mientras que Tyagi y Malik,
(2011) informaron que las concentraciones de monoterpenos en AE son los
principales componentes de mayor actividad antimicrobiana en fase de vapor, que en
contacto directo y depende de su presencia en forma gaseosa facilitar su

solubilizacion en las membranas celulares.
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Tabla 16. Seguimiento fotografico de la inhibicion de crecimiento del hongo Botrytis cinerea por la actividad del aceite esencial
de naranja a concentraciones de 9000, 1000y 11000 ppm.
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Tabla 17. Seguimiento fotografico de la inhibicion de crecimiento del hongo Botrytis cinerea por la actividad del

traciones de 9000,1000y 11000 ppm.
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Tabla 18. Seguimiento fotografico de la inhibicion de crecimiento del hongo Botrytis cinerea por la actividad de la
mezcla del aceite esencial de naranja y limon (50-50%) a concentraciones de 9000, 10000y 11000 ppm.
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5.3.2. Pruebas in vitro de las propiedades antifiingica de los prototipos de
envases activos.

Los efectos en la fase volatil del aceite esencial de limén se evaluaron en los dos
prototipos de envase activo a una concentraciéon de 11000 ppm sobre el crecimiento

micelial de Botrytis cinerea, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 29.

La adicién del aceite esencial de limén en la matriz en forma de barniz y esferas
presenté resultados diferentes a los obtenidos en las pruebas in vitro, ya que los

prototipos evaluados presentaron una actividad antifingica sobresaliente (Figura 29).
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Figura 29. Porcentaje de inhibicién de los prototipos de envases activos adicionados con
aceite esencial de limoén a una concentraciéon de 11000 ppm. Las barras verticales representan
* desviacion estandar.

Durante los primeros cuatro dias, las muestras control manifestaron un crecimiento
micelial tipico del moho Botrytis cinerea, con una tenencia de crecimiento de colonia
circular con un micelio blanquecino y de aspecto lanoso; el cual se vuelve gris durante
la esporulacién (Sanchez, 2013) sobre el medio de cultivo PDA (Figura 29), sin
embargo, los prototipos de envase mostraron inhibicion en el crecimiento del hongo
hasta el dia 5 de estudio en donde se observo un 95.3 y 100% de inhibicién para el
prototipo en forma de barniz y esferas respectivamente adicionado con aceite
esencial de limon, mientras que para el dia 12 de estudio presentaron un porcentaje e
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inhibicion del 86.07 y 98.2% para el prototipo en forma de barniz y esfera

respectivamente; viéndose afectado el crecimiento micelial del hongo en estudio.

La adicion de las matrices poliméricas en las pruebas in vitro provocé alteraciones en
el crecimiento normal y apariencia del moho al adaptarse a las nuevas condiciones,
dichas alteraciones se manifestaron principalmente en una disminucién notable en el
crecimiento del hongo y por lo tanto en el desarrollo de conidios para el prototipo en
forma de esferas, mientras que para el barniz no se desarrollé uniformemente ademas
de que presentd una escasa esporulacion. Se ha demostrado que los factores externos
como la composicion de los medio de cultivo, el pH, la temperatura y la humedad
influyen profundamente en la composicion de las paredes de los hongos y en su indice
de esporulacién (Valdés, 2014); esto pudo haber influenciado al cambio en las
condiciones de crecimiento ya que los dos tipos de envases presentaron liberacion de
liquido lo cual afecto la humedad y esta a su vez el desarrollo del hongo, viéndose

afectado en mayor proporcion el control con las esferas.

De acuerdo al andlisis estadistico realizado para los controles de los prototipos en
forma de barniz y esferas en el dia 1 no presentaron diferencia significativa (p=0.05),
en el dia 2 se presentd diferencia significativa (p<0.05) para el prototipo en forma de
esferas con un crecimiento micelial del 17.5 % y un 25.36 % para el prototipo en
forma de barniz, del dia 3 al dia 12 no se presento diferencia significativa (p=0.05), en
el crecimiento del hongo en estudio para cada control llegando a un porcentaje de
crecimiento de 95.72 y 57.86 % para el prototipo en forma de barniz y esferas

respectivamente, viéndose afectados por los factores anteriormente mencionados.

Para los prototipos de envases activos en el dia 1 no existio diferencia significativa
(p=0.05) entre los dos prototipos, del dia 2 al 12 se presenté diferencia significativa
(p<0.05) con respecto a los controles utilizados. La aplicacién de los diferentes tipos
de envases en las pruebas in vitro presentaron un crecimiento maximo de 1.07 y
13.92% en los prototipos de esferas y barniz respectivamente, obteniendo un

porcentaje de inhibicién mayor al presentado en las pruebas in vitro de los aceites
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esenciales, estadisticamente no se presenté diferencia significativa (p=0.05) entre los

tratamientos.

Jonatova et al. (2015) evaluaron la actividad antifungica frente a Aspergilus niger de
siete componentes de aceites esenciales (carvacrol, cinamaldehido, dialil disulfuro,
eugenol, timol y timoquinona) mediante la liberacién controlada de los AEs en un
material de silice mesoporoso donde compararon la actividad antifingica de la tasa
de evaporacién de los compuestos volatiles cuando se encapsularon en silice y en
estado puro. La actividad antifingica de los AEs se confirm6 en cinco de los siete
compuestos ensayados, donde las sustancias encapsuladas mostraron
significativamente mayor actividad antifingica después de 14 dias de estudio que la

misma sustancia en estado puro.

Cristofoli et al. (2015) quienes evaluaron el efecto insecticida de aceites esenciales
nanoencapsulados de Zanthoxylum rhoifolium (Rutaceae) en Bemosia tabaco,
menciona que la proteccion proporcionada por nanoesferas PCL frente a la
degradacidn de luz UV-acelerada después de 7 horas de exposicion a la luz, in natura
el aceite esencial sufri6 un 94.33% de fotodegradacion, mientras que la degradacion
de las nanoesferas fue solo de 44.76% durante el mismo periodo. La encapsulacién de
los aceites esenciales ofrece fotoproteccion, prevencion de los procesos oxidativos y
de descomposicion, ademdas de proporcionar una mejor retencién de compuestos

volatiles dentro de las nanoparticulas.

De acuerdo a lo anterior el empleo de una matriz para la liberacion controlada de los
aceites esenciales presenta una mayor actividad antimicrobiana frente a cepas de
hongos y bacterias, lo que explica los resultados obtenidos en este trabajo, para la
evaluacion de los prototipos de los envases activos donde la capacidad antifingica

aumento considerablemente con respecto a las pruebas in vitro del aceite esencial.

En la Tabla 19 se presenta el seguimiento fotografico del porcentaje de inhibicién de

los prototipos de envases activos, en la cual se observa que el crecimiento de los

gL
Ingenieria en Alimentos



_ Resultados y Discusion ‘

controles tanto en la aplicacién de barniz como de esferas se afect6 y no se desarroll6
por completo el hongo en estudio, esto fue debido a la modificacién de las condiciones
de crecimiento del hongo, el cual presenté un tono blanquecino, con poca
esporulacidn, mientras que la adicion de los aceite esenciales en ambos prototipos
presentaron un porcentaje de crecimiento de 1.07 y 13.92% para el prototipo en forma

de esferasy de barniz respectivamente.

Tabla 19. Seguimiento fotografico de la inhibicién del crecimiento del hongo Botrytis cinerea
por la actividad de los prototipos de envases activos adicionados con aceite esencial de limén
a 11000 ppm.
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5.4. Efectos en los parametros fisicos de las fresas

5.4.1. Determinacion de color
El color es un indicador muy importante en la calidad, frescura de la fruta y también
para la estimacion de la etapa de maduracién (Muengkaew et al, 2016), ya que

dependiendo de éste el consumidor adquirira o no el producto (Sanchez, 2013).

El color es el cambio mas obvio que se presentan en muchos frutos y es a menudo, el
principal criterio utilizado por los consumidores para determinar si un fruto esta
maduro o no. El color de las fresas esta condicionado en parte por la concentracién de
antocianinas en la epidermis y en la corteza, por los tratamientos postcoseha que
afectan la respiracion y el oscurecimiento. El color también se ve afectado por las
variables precosecha, como son la luz, la temperatura, y los factores nutricionales, ya
que estos afectan la sintesis de antocianinas y el desarrollo del color de la fruta fresca

(Alcantara, 2009).

5.4.1.1. Luminosidad
La luminosidad es la capacidad que tiene el objeto de reflejar la luz desde blanco hasta

el negro (Pérez, 2013). La luminosidad en las frutas es un parametro que es
considerado de calidad ya que un producto luminoso es mas atractivo para el
consumidor debido a que es asociado con la frescura del producto. En la Figura 30 se
puede observar los cambios ocasionados en la luminosidad de fresas por aplicacion de
los compuestos volatiles de aceite esencial de limén mediante los envases activos.

La luminosidad en la fresas no se afecté por la presencia del envase activo
observandose que no hubo diferencia significativa (p<0.05) en la luminosidad durante
el almacenamiento. El envase activo con las fresas sin inocular(F-EA) present6 una
diferencia de luminosidad del 2.13% (27.00 a 27.58) mayor del primer al ultimo dia
de tratamiento, mientras que las fresas en el envase activo inoculado(FI-EA)
presentd un valor de 2.7% (28.45 a 29.23) respecto al primer al ultimo dia de
tratamiento , este comportamiento fue de igual manera en los envases con las fresas
control inoculado(F-I) y sin inocular(F) presentando un porcentaje de luminosidad del

7.6% (28.45a30.63) y 13.90% (27 a 30.76), respectivamente.
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Figura 30. Cambios en la luminosidad de las fresas durante el almacenamiento en
refrigeracion. Donde: (F-1) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase
activo y (F-EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales
representan + desviacion estandar.

Como se observa en los resultados anteriores existi6 un incremento en la
luminosidad del dia 0 al dia 12 de almacenamiento de las fresas independientemente
de su tratamiento, sin embargo en la aplicacién de los envases activos con las fresas
inoculadas y sin inocular; la luminosidad se vio afectada en menor porcentaje con
respecto a los controles, esto se atribuy6 a que la aplicacion de los envases activos
contribuy6 a la disminuciéon de este parametro, ya que la presencia del
microorganismo al llevar a cabo ciertas funciones de su metabolismo provoca cambios
importantes en el fruto tales como ablandamiento del tejido, pérdida de solutos,
cambios de color entre otros (Sanchez, 2013); por lo cual debido a la aplicacién del
envase activo en las fresas, estas liberaron menor liquido que los controles y por

consecuencia presentaron un valores de luminosidad menores.

Los resultados obtenidos de luminosidad concuerdan con los obtenidos por Perdones
et al, (2012) quienes trabajaron en la aplicacion de un recubrimiento de aceite
esencial de quitosano- limon en la calidad de almacenamiento de la fresa; ya que en
su estudio los recubrimientos con aceite esencial de limén no  afectaron

significativamente los valores de L* (luminosidad), mientras que la luminosidad
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disminuy6 durante el almacenamiento en las muestras control y en las recubiertas, lo
cual se lo atribuyeron a la pérdida de humedad en la superficie, siendo las muestras
recubiertas con peliculas de aceite esencial de limon, las que presentaron los mayores
valores de luminosidad al final del almacenamiento, difiriendo con lo encontrado en el
presente estudio ya que los envases activos con el aceite esencial de lim6n mostraron

los valores mas bajos de luminosidad al final del almacenamiento.

5.4.1.2. Croma
El parametro de cromaticidad es un término que se utiliza en la evaluacién del color,

el cual indica la intensidad o saturacion del color. En la Figura 31 se muestra el efecto
de la aplicacién de los envases activos adicionados con aceite esencial de limén en la

cromaticidad de fresas.

Croma
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Figura 31. Cambios en el croma de las fresas durante el almacenamiento en refrigeracion.
Dénde: (F-1) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase activo y (F-
EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales representan #
desviacion estandar.

Los valores de cromaticidad de las fresas con los envases activos adicionados con AE
de limén mostraron diferencia significativa (p=0.05) con respecto a los controles al
final de los dias de estudio. Los controles inoculado y sin inocular presentaron un

aumento en la cromaticidad del 11.52 y 11.27 % respectivamente; en relacion a los
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dias 0 al 12 mientras que las fresas inoculadas y sin inocular en los envases activos

presentaron un descenso del 12.10% y 6.69%, respectivamente (Figura 31).

En el primer dia las fresas almacenadas en los envases activos, asi como los
controles no mostraron diferencia significativa (p=0.05) en los valores de
cromaticidad entre los diferentes tratamientos; en el dia 4 se observd un ligero
aumento en los valores del croma en todos los tratamientos donde el control
inoculado presentd diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los demas
tratamientos mientras que del dia 8 al dia 12 de estudio los controles presentaron
diferencia significativa (p<0.05) con las fresas almacenadas en los envases activos,
presentando un comportamiento similar entre ellos; las fresas inoculadas y sin
inocular almacenadas en el envase activo adicionado con aceite esencial de limén no
presentaron diferencia significativa (p=0.05) en relaciéon del dia 0 al dia 12 de

almacenamiento.

Estos resultados concuerdan con los reportados por (Pérez, 2013) quien trabajo con
la aplicacion de recubrimientos comestibles a base de oregano, Damiana y
Gobernadora en fresas teniendo como resultado en el dia 9 de estudio un mayor
croma en las fresas control siendo un factor la aplicacién de los envases activos en
este parametro ya que la diferencia pudo deberse al deterioro de los parametros de
color causado por el avance del proceso de maduracion a lo largo del almacenamiento,

ya que exhibieron un mayor croma.

De acuerdo a Martinez et al. (2008) la disminucidon del croma indica un cambio a
colores menos vivos a intensos, asociados a los procesos de pudriciéon de las frutas, sin
embargo en este estudio la aplicacion del envase activo afecté de manera significativa
el color en ese parametro. De acuerdo con los resultados obtenidos utilizando un
envase activo adicionado con aceite esencial de lim6n muestra un efecto sobe los
parametros de color y a pesar de no contar con otros trabajos especificos de aceite

esencial de limén aplicado en fase vapor en fresa, indica cdmo una modificacién en la
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atmodsfera que rodea al fruto puede ocasionar cambios en sus caracteristicas fisicas y

bioquimicas.

5.4.1.3. Tono (°Hue)
Un tono uniforme e intenso en la coloracién de los frutos es un indicador importante

de la madurez de los frutos en donde no hay cambios substanciales luego de ser
cosechados (no climatéricos), ademas la pérdida de tono en un fruto otros factores
pueden ser indicadores de reacciones enzimaticas durante la senescencia o incluso

reacciones de ciertos microorganismos (Gonzalez, 2010).

Las fresas que no fueron infectadas pero que se les coloco el aceite esencial de
limén(F-EA) presentaron una menor tonalidad (Figura 32) en comparacién con las
infectadas en el envase activo (FI-EA), las fresas infectadas (F-I) y sin infectar (F)
presentaron una tonalidad de 27.45 y 27.04 respectivamente mientras que para las
fresas sin inocular (F) la tonalidad aument6 un 12.43% (24.05 a 27.04) y para las
fresas inoculadas aument6 8.45% (25.31 a 27.45)en contraste al primer y ultimo dia
de almacenamiento, el envase activo sin inocular(F-EA) presento una disminucién en
la tonalidad del 5.40% del dia 0 al 12 de almacenamiento mientras que para las fresas
inoculadas en envase activo no se vio afectada desde el inicio del estudio ya que los
valores fueron de 25.31 a 25.46 del inicio al final del almacenamiento

respectivamente con un aumento del 0.59% en la tonalidad.

El analisis estadistico mostr6é diferencia significativa (p<0.05) en el dia 12 de
almacenamiento para las fresas controles infectadas (F-I) y sin infectar (F) con
respecto a los envases activos utilizados. En el desarrollo de la experimentacién se
observé que la tonalidad de las fresas principalmente en la aplicacién de los envases
activos infectados y sin infectar con el hongo B. cinérea estadisticamente no
presentaron cambios significativos (p=0.05) en el color con respecto al primer y
ultimo dia de almacenamiento, dichos cambios se relacionan con la aplicacion del
aceite esencial ya que la maduracién de los frutos debido a la sintesis de ciertos

compuestos cromaticos (antocianinas principalmente) propiciados por procesos
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metabodlicos como la respiracion, provocan aumento en la tonalidad de los frutos
(colores mas oscuros) asi como la degradacién de estos compuestos debido al
envejecimiento natural de los frutos (senescencia) o por la presencia del hongo

(Sanchez, 2013).
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Figura 32. Cambios en el tono de las fresas durante el almacenamiento en refrigeracién.
Dénde: (F-1) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase activo y (F-
EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales representan *
desviacién estandar.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Perdones et al (2012) en su
trabajo de investigacion el tono de las muestras se mantuvo practicamente constante
durante todo el tiempo de almacenamiento y solo disminuyo significativamente entre
el dia 11 y 14 de almacenamiento, mientras que las muestras tratadas con
recubrimientos que contenian aceite esencial de limon fueron significativamente mas

rojas (valores inferiores) que el control y las muestras recubiertas con quitosano.

Basicamente se observé que, durante el almacenamiento, las muestras se hicieron mas
oscuras, con un tono mas rojo y menos vivo mientras que la aplicacion de los envases
activos adicionados con aceites esenciales dio lugar a muestras mas tenues y mas
tonos rojos al final del almacenamiento atribuyéndoselo a los procesos enzimaticos

que dan como resultado una pérdida de calidad.
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5.4.2.Firmeza
La firmeza es un parametro importante en la calidad de la fruta fresca, que disminuye

durante el almacenamiento como resultado de la degradacién de la pared celular, la
pérdida de turgencia (Guerreiro et al, 2015), también esta ligada con los cambios
fisicoquimicos y estructurales del material bioldgico, asi como los diferentes estados
durante el proceso de maduracidn, es un factor importante para definir la calidad del

fruto y de gran aceptabilidad para el consumidor (Valero y Serrano, 2010).

En la Figura 33 se muestra el efecto de la aplicacion de los envases activos adicionados

con aceite esencial de limén sobre la evolucion de la firmeza en fresas.
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Figura 33. Firmeza de las fresas durante el almacenamiento en envases activos.Déonde: (F-I)
fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase activo y (F-EA) fresas con
envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales representan + desviacion estandar.

Las fresas con los diferentes tratamientos registraron una disminucion en la firmeza
con respecto al tiempo de almacenamiento. Para el caso de las fresas con el envase
activo (F-EA) se observa que el efecto de la aplicacion del envase activo influyo en la
degradacion de las paredes celulares de las fresas del inicio al final del
almacenamiento, ya que presentaron una peérdida de firmeza del 32.1% y 56.84%
para las fresas almacenadas en el envase activo inoculadas y sin inocular
respectivamente, mientras que las fresas control (F) presentaron un 17.31% de

disminucién en la firmeza al final del tratamiento.
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En la Figura 33 se observa que al dia 1 las fresas inoculadas en el envase activo y el
control inoculado fueron estadisticamente iguales (p<0.05), siendo un 29.19% menos
firmes en comparacion con las fresas sin inocular, esto se le atribuy6 al
pretratamiento de las fresas ya que un exceso de humedad afecté la firmeza de las
fresas inoculadas. En el dia 4 de almacenamiento las fresas control inoculadas(F-I)
aumentaron la firmeza (3.8Kg/cm?), de acuerdo a Almenar (2005), podria relacionare
con diferentes factores ya sea por su actuaciéon independiente o conjunta:
endurecimiento de la epidermis de la fresa por pérdida de peso del fruto durante el
almacenamiento y por la disminucién de la permeabilidad del material y la
temperatura se produce una mayor estabilidad en el fruto lo que se debe a la
acumulacién de CO; en el interior del envase que con el tiempo genera acido

carbdnico que termina disocidndose y dando lugar a variaciones en el pH apoplastico.

En el dia 8 y 12 de estudio las fresas inoculadas y sin inocular almacenadas en el
envase activo presentaron diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los
controles empleados (F y F-I) viéndose afectados por la presencia del aceite esencial
de limo6n. Cabe mencionar que también se atribuye la perdida de firmeza en los
prototipos de envases activos a la liberacion de liquido por parte de la encapsulacion

del aceite esencial.

Los resultados de firmeza concuerdan con lo reportado por Perdones et al. (2016)
quienes aplicaron o un recubrimiento de quitosano-AE lim6n a fresas en
almacenamiento, ya que para ambos estudios el empleo de aceite esencial de limon
presentdé una disminucion marcada en este parametro, lo que sugiere que los

compuestos del aceite esencial afectan los patrones metabdlicos de la fruta.

En el estudio realizado por Nikos y Tzortzakis (2007) evaluaron el efecto del aceite
esencial de canela sobre la actividad en los atributos relacionados con la calidad de
los frutos, menciona que el resultado de la perdida de firmeza se debe que las

matrices de la pared celular, especialmente pectinas, se someten a la interrupcién
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durante la maduracion del fruto y son estas las modificaciones que se cree que deben
ser controladas por aceites volatiles que son responsables de la disminucién de la

firmeza de los tejidos que acompafia la maduracién.

5.4.3. Pérdida de peso
La pérdida de peso de agua es una de las causas mas importantes del deterioro

durante el almacenamiento. El principal mecanismo de pérdida de peso en frutas
frescas y vegetales es la pérdida de humedad mediante la difusion del vapor de agua,
esto se debe a un gradiente de presién entre el interior y el exterior del fruto
(Figueroa et al, 2011) dando lugar al encogimiento y marchitamiento del producto

(Hardenburg et al, 1988).

La fresa presenta una elevada tasa de traspiracion, produciendo pérdida de agua que
implica arrugamiento (aspecto envejecido) disminucién de peso comercial y descenso
de la calidad sensorial, afectando la apariencia, textura y jugosidad del fruto.

En la mayoria de los frutos la pérdida del 3-5 % del peso inicial en forma de agua
transpirada son suficientes para promover un aspecto arrugado, perdiendo su
apariencia externa inicial problema todavia mas notable en el caso de las fresas, pues
debido a su fina piel no poseen una buena barrera exterior con que retener el agua. La
pérdida de este parametro de calidad implica en la fresa un mayor encogimiento y una
disminucién de su brillo, siendo por ello el 6% la maxima pérdida de peso aconsejable

para este fruto durante su comercializacion (Almenar, 2005).

En la Figura 34 se observa la pérdida de peso en fresa mediante la aplicacion del

prototipo del envase activo.
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Figura 34. Pérdida de peso de las fresas durante el almacenamiento en envases activos. .
Dénde: (F-1) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase activo y (F-
EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales representan *
desviacion estandar.

Las fresas inoculadas almacenadas en el envase activo fueron las que presentaron
menor pérdida de peso desde el principio y hasta el final de los dias de estudio, con
valores de 0.15% a 0.44% respectivamente, sin presentar diferencia significativa
(p=0.05) con respecto a los demas parametros; mientras que las fresas sin inocular en
el envase activo fueron las que presentaron mayor pérdida de peso con un 0.72%.
Estadisticamente no se presentd diferencia significativa (p=0.05) en las fresas
inoculadas y sin inocular almacenadas en los envases activos desde el inicio (dia cero)

hasta el final del almacenamiento.

La pérdida de agua es el resultado del gradiente de presidon de vapor de agua entre la
atmosfera interna (espacios intercelulares saturados) y la atmosfera externa (menos
saturados). De esta manera la permeabilidad al vapor de agua que ofrecieron los
envases activos fue dependiente del material, ya que estos fueron completamente

sellados y no se permitié el flujo de vapor hacia el exterior del envase.

Los resultados concuerdan con lo reportado por Almenar, (2005), quien evalué el

efecto antifingico de diferentes materiales de envases en fresas mediante atmosferas
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modificadas donde se obtuvieron pérdidas de 0.5 a 1% para los envases
Politereftelato (P), peliculas de Pet (P1), peliculas de polietileno metolocénico P2, P3,
similar a lo obtenido en este trabajo, mientras que para el envase de PVC se
obtuvieron perdidas de peso mayores al 3%, esto se debié a las distintas
permeabilidades a la humedad de los materiales utilizado. El comportamiento de las
fresas en este trabajo pudo verse afectado por el tipo de envase empleado ya que este
esté presento condensado en la superficie del envase, de igual manera las
almohadillas empleadas para la colocacién de las esferas que contenian el aceite
esencial de limoén, presentaron humedad debido a que las esferas presentaron

liberacion de liquido.

5.4.4. Indice de decaimiento
El indice de decaimiento se evalu6 cada 4 dias durante el transcurso del

almacenamiento, para determinar los sintomas causados por la presencia del hongo
Botrytis cinerea en las fresas, se evalué mediante una escala subjetiva establecida en el

apartado 4.8.2.4 determinacién de indice de decaimiento.

En la Figura 35 se observa el indice de decaimiento de las fresas mediante la

aplicacion del prototipo del envase activo.
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Figura 35. Indice de decaimiento de las fresas durante el almacenamiento en envases activos.
Dénde: (F-1) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase activo y (F-
EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales representan *
desviacién estandar.
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Al inicio del almacenamiento las fresas control sin inocular e inoculadas (Figura 35)
presentaron un indice de decaimiento de 0.15 y 1 respectivamente, mientras que para
las fresas inoculadas y sin inocular almacenadas en el envase activo adicionado con
aceite esencial de limoén presentaron un indice de decaimiento de 0. Estadisticamente
no se encontré diferencia significativa (p<0.05) en las frutas almacenadas en los

envases activos y los controles al comienzo del almacenamiento.

Al final del almacenamiento (12 dias) las fresas con los tratamientos que presentaron
menor indice de decaimiento fueron las fresas en el envase activo sin inocular y las
fresas control seguido de las fresas inoculadas en el envase activo y el control
inoculado con 1.03 y 1.1 respetivamente. Estadisticamente en el indice de decaimiento
los envases activos, asi como los controles no presentaron diferencia significativa

(p<0.05).

El empleo de los envases activos adicionados con aceite esencial de limdn,
presentaron el menor indice de decaimiento sobre las fresas, al final del estudio sin
embargo no se presentd diferencia significativa (p=0.05) con respecto a los controles,
cabe mencionar que los valores son minimos por lo que no se present6é un efecto

antifingico por parte del aceite esencial de limén.

La evaluacién de los vapores de aceites esenciales es una nueva aplicaciéon donde se
tienen pocos estudios sobre el control microbiolégico in vivo en frutos. En la Tabla 20
se observa el grado de deterioro de las fresas almacenadas en los envases activos

durante el tiempo de estudio (12 dias).
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Tabla 20. Seguimiento fotografico de las fresas almacenadas en un envase activo
adicionado con aceite esencial de lim6n a 11000 ppm para el pardmetro de indice de
decaimiento.

5.5. Parametros fisicoquimicos

5.5.1. pH
La medicién de pH se traduce en conocer el ion hidrégeno que es de utilidad para la

conservacion de alimentos y en el deterioro de estos, ya que pueden presentarse
cambios debido a la accion enzimatica y el desarrollo de microorganismos (Navarrete,
2009). La disminucion o aumento del pH en los frutos, se atribuye al menor o mayor
contenido de acidos organicos presentes en forma ionizada en el tejido vegetal
(Salibury y Ross, 1994). Los cambios de pH en las fresa almacenadas en lo prototipo

de envases activos adicionados con aceites esenciales se muestran en la Figura 36.
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Figura 36. Cambios de pH de las fresas durante el almacenamiento en envases
activos. Donde: (F-I) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase
activo y (F-EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales
representan * desviacion estandar.

El cambio de pH estd en funciéon del tiempo de almacenamiento, se observo
disminucién a partir del dia 4, y se aprecid diferencia significativa (p<0.05) entre el
dia 8 y 12 de almacenamiento para las pruebas infectadas con respecto a las pruebas

sin infectar, aunque los intervalos de variacién en las fresas sin infectar son minimos.

Al inicio del almacenamiento las fresas infectadas con los distintos tratamientos
presentaron un pH promedio de 4.16 mientras que las fresas sin infectar presentaron
un pH promedio de 4.06, donde estas se vieron mas afectadas por el tratamiento de

infeccion por el hongo en estudio que por la aplicacién de los envases activos.

La aplicacion de los envases activos no provoc6é modificaciones para este parametro
ya que las fresas control asi como los diferentes tratamientos aplicados disminuyeron
los valores de pH a lo largo del almacenamiento, por lo que los envases no afectaron

el curso de la maduracion de las fresas.

De acuerdo a Trejo (2015) en su trabajo de extraccidn del aceite esencial de eucalipto
aplicado como agente antifiingico en un envase activo para conservar frambuesa

menciona que la disminucién del pH en los primeros dias de almacenamiento es
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consecuencia del stress al cual se somete el fruto, ya que una vez arrancado de la
planta durante los primeros dias se ve obligado a gastar parte de sus acidos organicos

como parte de sus procesos metabdlicos.

A partir del dia 8 hasta el ultimo dia de almacenamiento se muestra diferencia
significativa (p<0.05) en el pH de los frutos control inoculado; asi como del prototipo
del envase activo con fresas inoculadas con respecto al control y prototipo del envase
activo con fresas si inocular. Las fresas almacenadas con el envase activo sin inocular
y el control sin inocular, tuvieron un valor similar de pH, por lo que no se mostré
diferencia significativa (p=0.05) en este parametro, esto debido a que la aplicacién del
aceite esencial de limé6n mediante el envase activo no presenté modificaciones en este

parametro.

Al final del almacenamiento se observo una disminucién del pH de todas las fresas sin
importar el tratamiento, las fresas control sin infectar presentaron una disminucién
del 2.9%, el control infectado presenté una disminucién del 2.42%; mientras que la
aplicacion del aceite esencial de liméon en las fresas infectadas presentaron una
disminucion del 2.64% y las fresas sin infectar una disminucién del 5.9%; siendo

éstas las que registraron la mayor disminucién de pH a lo largo del almacenamiento.

Los resultados obtenidos para este parametro coinciden con los obtenidos por
Perdones et al. (2012) quienes evaluaron la aplicacién de un recubrimiento
adicionado con aceite esencial de limén, donde los valores de pH fueron
significativamente mas bajos al final del almacenamiento, indicando que apunta a un
posible efecto de los componentes de aceite esencial sobre la actividad metabdlica de
la fruta, contrario a lo observado en esta investigacion ya que la aplicacion del envase
activo en las fresa, no afecto este parametro fisicoquimico, por parte de la aplicacién

de los envases activos en las fresas.

Estos resultados difieren con los de Gonzalez (2010), quien hizo una conservacion de

mora, morilla y frutilla mediante la utilizacién de aceite esencial de canela
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(Cimamomum zeynalicum) con recubrimientos a tres concentraciones diferentes,
obtuvo como resultado que al final del periodo de almacenamiento, todos los
tratamientos mostraron un aumento en su pH con respecto al primer dia de estudio
del control, debido a que las frutillas al ir sufriendo el proceso normal de maduracion
por los procesos fisiolégicos cambian sus caracteristicas fisicoquimicas disminuyendo
el porcentaje de acidez y aumentando el pH y sus caracteristicas organolépticas a

causa de estos cambios.

5.5.2.Acidez titulable
Los acidos organicos se encuentran circulando en los tejidos vegetales tras la
recoleccion y tienden a disminuir durante la fase de senescencia. La mayor parte de
esta pérdida se debe a su oxidacién en el metabolismo respiratorio, la reaccién que se

traduce en un incremento del cociente de respiracion (Navarrete, 2009).

En la Figura 37 se presentan los resultados del porcentaje de acidez titulable de los
diferentes tratamientos aplicados a las fresas donde no se tuvieron grandes cambios

en los frutos durante el tempo de almacenamiento.
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Figura 37. Cambios en la acidez titulable de las fresas durante el almacenamiento en

envases activos. . Donde: (F-I) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con
envase activo y (F-EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales
representan + desviacion estandar.
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La acidez de las fresas tuvo una tendencia a disminuir con respecto al tiempo, tanto
en los controles, asi como en las tratadas con la aplicacién del envase activo del aceite
esencial de limén, de igual forma en ambos casos las fresas infectadas y sin infectar
(F-I y F) mostraron un aumento de acidez de 18.43 y 19.25% respectivamente en
comparaciéon con las fresas adicionadas con aceite esencial de limon quienes
presentaron un 248 y 4.96% para las fresas infectadas y sin infectar,

respectivamente.

Las fresas inoculadas como la aplicacion del envase activo en las fresas inoculadas
fueron estadisticamente iguales (p=0.05) al ler dia de almacenamiento, mientras que
las fresas sin inocular y la aplicacién del envase activo en las fresas sin inocular
fueron estadisticamente iguales (p=0.05). Al término del estudio (dia 12) las fresas
almacenadas en el envase activo sin inocular (F-EA) presentaron diferencia
significativa (p<0.05) en la acidez de los frutos con respecto a los frutos almacenado
en los envases control, asi como en los frutos inoculados y almacenados en el envase
activo, siendo las fresas sin inocular almacenadas en el envase activo las que
presentaron menor pérdida de acidez (2.48%).estos resultados se pudieron deber a

que la acidez disminuyé con la senescencia.

De acuerdo a Gonzdalez (2010) con el aumento de la maduraciéon se observa un
descenso uniforme del contenido de la acidez titulable, lo que indica que se estan
utilizando los acidos del fruto como sustrato de respiracion, debido a que los acidos,
en comparacion con los carbohidratos, contienen, por cada dtomo de C y H, mas

atomos de Oy asi, la liberacién de CO2 es mayor que la toma de O.

Solon et al. (2005) en su trabajo de investigacion menciona que la concentracion de
acidos organicos tiende a disminuir en la mayoria de los frutos debido a la utilizacion
de los mismos como sustrato respiratorio como esqueletos de carbono, para la

sintesis de nuevos compuestos.
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Se concluye que la aplicacién de los envases activos adicionados con aceite esencial de
limén, presentaron el menor porcentaje de disminucién de acidez sobe las fresas,
como al principio del estudio, por lo que retraso la senescencia del fruto, ya que
cuando el fruto madura baja el nivel de acidez (Wills et al, 1998), y posiblemente
debido a que el aceite esencial de limon, disminuy6 la frecuencia respiratoria de las
fresas y retrasd la utilizacion de los acidos organicos en las reacciones enzimaticas, lo

cual ocurrio con las fresas en los diferentes tratamientos.

5.5.3.S6lidos solubles
El momento de la recoleccion esta condicionada por el comportamiento climatérico o
no climatérico del producto, paralelo a este momento el fruto lleva a cabo el proceso
de maduracion en el que los frutos generan cambios quimicos en los carbohidratos de
la pared celular, que al degradarse incrementan el nivel de azucares contribuyendo a
mejorar la palatabilidad del fruto (Cabrera y Rivera, 2015). La presencia de azucares
en los frutos es importante ya que define aspectos importantes de calidad y tiene el
doble efecto de alterar tanto el sabor como la textura del producto (Pérez, 2013). En la
Figura 38. Se muestran los cambios en los sélidos solubles de las fresas almacenadas
en el envase activo adicionado con aceite esencial de limén. Al trascurso de los 12
dias de almacenamiento la tendencia de aumento de solidos solubles de las fresas fue
evidente en el control inoculado (F-I), asi como en los envases activos con fresas
inoculadas (FI-EA) y sin inocular (F-EA); mientras que las fresas almacenadas en el
envase control (F) presentaron una disminucion de los sélidos solubles del 4.37% al

ultimo dia de almacenamiento.

Al inicio del almacenamiento las fresas inoculadas presentaron valores de 5.9 9Brix,
mientras que para las fresas sin inocular fue de 7.54 °Brix, estadisticamente
presentaron diferencia significativa (p<0.05) las fresas inoculadas y las fresas sin

inocular independiente del envasado al que se sometieron.
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Figura 38. Solidos solubles de las fresas durante el almacenamiento en envases
activos. . Dénde: (F-I) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase
activo y (F-EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales
representan + desviacion estandar.

Por su parte las fresas inoculadas y almacenadas en el envase activo (FI-EA)
obtuvieron los so6lidos solubles mas altos en un 28.21%, seguido del control inoculado
y del envase activo con fresas sin inocular con un 19.3 y 1.72%, respectivamente al
final del almacenamiento (12 dias). Estadisticamente se presenté diferencia
significativa (p<0.05) en el ler dia de almacenamiento de las fresas inoculadas y sin
inocular; mientras que del dia 4 al dia 12 de almacenamiento no se presentd
diferencia significativa en el contenido de soélidos solubles en los diferentes

tratamientos empleados asi como en los controles.

Debido a que no se present6 diferencia significativa en ninguno de los tratamientos
empleados se confirmé que la aplicaciéon de los envases activos adicionados con
aceite esencial de limén no modific6 la concentracion de los sé6lidos solubles durante
el almacenamiento. Se observé un ligero aumento de los sdlidos solubles, dicho
incremento se espera durante la maduracion esto debido a que la protopectina en la
paredes celulares se hidrolizan a pectinas solubles, mientras que el descenso de los

solidos solubles que presento el control posiblemente al proceso de senescencia
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normal del fruto, donde los aztcares son utilizados como sustratos en las reacciones
metabolicas, principalmente en la de respiraciéon, ademas de la presencia de
microrganismos que aceleran la disminucién de azicares debido a que son empleados

en sus actividades metabdlicas (Sanchez, 2013).

De acuerdo a Nuiez et al,, (2012), el contenido de so6lidos solubles decrece debido a
que a pesar que la fresa es un fruto no climatérico, utiliza los aziicares como sustituto

para su actividad respiratoria.

5.6. Efecto de los parametros fisiologicos

5.6.1.Respiracion
La respiracion continta incluso después de la cosecha. Las frutas y verduras frescas

contintan respirando y realizando funciones metabélicas por que han sido separadas
de su fuente de alimentacion. La continua actividad respiratoria conduce a la
senescencia la cual aumenta las pérdidas de agua, causando pérdidas en la calidad del
producto (Sosa, 2014). La intensidad respiratoria de un fruto depende de su grado de
desarrollo y se mide como la cantidad de CO2 (mg) que desprende 1kg de fruta en una

hora.

Al inicio del periodo de almacenamiento, la respiracion de las fresas (Figura 39) se
encontro en 8.2 mg COz2/ Kg h para el control y el envase activo con fresas sin inocular,
mientras que para el control inoculado y el envase activo con fresas inoculadas
presentaron 10.98 y 5.4 mg CO;/ Kg h respectivamente en el primer dia de
almacenamiento. Sin embargo a partir del cuarto dia de estudio se presenté un
descenso de la respiracion registrandose valores de 0 mg CO2/ Kg h en las fresas para
todos os tratamientos empleados. Estos valores se mantuvieron hasta el final del

almacenamiento.
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Figura 39. Respiracion de fresas durante el almacenamiento en envases activos.
Dénde: (F-I) fresas inoculadas, (F) fresas, (FI-EA) Fresas inoculadas con envase activo y (F-
EA) fresas con envase activo con fresas sin inocular. Las barras verticales representan *
desviacién estandar.

Se observo una reduccion en la respiracion de las fresas a partir del dia 4 al 12 de
estudio, sin embargo, no se le puede atribuir al efecto de los envases activos ya que los
controles empleados también presentaron este comportamiento, esto se le atribuye a
la baja respiracion que presentaron al inicio del estudio, aunado a que la temperatura
de almacenamiento y el envase utilizado brindaron una barrera protectora a la

transferencia de gases.

Este comportamiento fue debido al estado fisiologico y a la liberacidon de calor que
traen del campo. Por esta razon, al inicio respiran mas aceleradamente y
posteriormente decae. Sin embargo, entre mas maduros se encuentren producen

menos CO; (Pérez, 2013)

5.7. Evaluacion sensorial
El andlisis sensorial es un instrumento de gran utilidad para poder realizar un
adecuado testigo de calidad y aceptabilidad en los alimentos; (Pérez, 2013) el cual
tiene la finalidad de medir, analizar e interpretar las reacciones percibidas por los
sentidos, ya sea en el sabor, aroma y textura que puede modificarse por accién de
diferentes factores a los cuales esta expuesto la muestra.

1o
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El uso de aceites esenciales de citricos como antimicrobianos puede afectar las
propiedades organolépticas del producto alimenticio, sin embargo el uso de vapores
de citricos en los alimentos puede ser una forma de combatir algunas de las
implicaciones organolépticas negativas asociadas con el empleo de los aceites
esenciales ya que no hay ningin contacto directo entre aceite y alimento (Fisher y

Phillips, 2008).

Las fresas almacenadas en el envase activo adicionado con aceite esencial de limoén,
asi como el control, fueron evaluados en sus caracteristicas sensoriales que
permitieron la identificaciéon de algunos atributos como: apariencia visual, intensidad

de color, olor, olores extrafios, sabor, sabores extrafios, textura y calificacion global.

En la Figura 40 se observan los resultados obtenidos para los parametros sensoriales
en el dia 0 de almacenamiento, para el control empleado donde los parametros de
sabor, olor y apariencia visual fuero calificados como buenos, mientras que para los
olores extrafios y sabores extrafios no se encontrd ninguno la intensidad de color se

calific6 como roja, mientras que la textura fue calificada como firme.

Apariencia visual
5

Calificacion Global Intensidad color

Textura Olor

Sahor Extrafio Olor Extrafio

Figura 40.Perfiles sensoriales de las fresas durante el almacenamiento en envases activos
(Dia 0). Donde (C) fresas control.
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En la Figura 41 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién sensorial en las
fresas pasados 12 dias de almacenamiento donde los jueces percibieron diferencias
entre el control, asi como en las fresas almacenadas en el envase activo adicionado
con aceite esencial de limon, las fresas almacenadas en el envase activo decayeron un
34.5% en el atributo de olor El analisis estadistico de este atributo presento
diferencia significativa (p<0.05) entre los frutos almacenados en los envases activos

adicionados con aceite esencial de limo6n con respecto a los control.

Durante el almacenamiento el “olor extrafio” fue calificado como “leve” para el control
empleado, mientras que para el envase activo fueron calificados como "aceptable”;
estadisticamente el olor de los frutos almacenados en el envase activo presentaron

diferencia significativa (p<0.05).
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5

Calificacion Global

. Intensidad color
| ‘.\ -
" - 'Olor Extrafio

Sabor Extrafio’

Textura

sabor
C S¢EA-5]

Figura 41. Perfiles sensoriales de las fresas durante el almacenamiento en envases
activos (Dia 8). Donde (C) fresas control, (F-EA) fresas con envase activo sin inocular.

Los resultados obtenidos para los atributos de “apariencia visual” “textura” e
intensidad de color en el envase activo y en el control empleado no presentaron
diferencia significativa (p20.05) sin embargo la textura para las fresas almacenadas en

el envase activo fue calificada como “blanda”.
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Para los atributos restantes “sabor”, “sabor extrafio” y “calificacién global” existi6
diferencia significativa (p<0.05) en las fresas almacenadas en el envase activo

empleado con respecto al control.

Los resultados coinciden con lo reportado por Silva et al, (2013) quienes evaluaron
el efecto de la aplicacion de aceite esencial de canela en frutos de fresa donde el nivel
de agrado de olor de las fresas adicionadas con aceite esencial de canela fueron
calificadas en el rango de “ni agrada ni desagrada” a "agrada moderadamente” una
concentracion de 0.0005 g pl-1 , mientras que para el parametro de sabor las fresas
tratadas con 0.0005 g pl-1y las del testigo presentaron el mayor nivel de "ni agrada ni
desagrada”. Entre los comentarios expresados por los evaluadores destaco que para
las concentraciones mas bajas de aceite esencial de canela se detectaron un olor y
sabor agradable, mientras que la concentracién mayor posee un olor y sabor muy

intenso. Por tanto, la aplicacion del aceite esencial de canela afecté al nivel de agrado.

De a acuerdo a lo reportado por Silva et al. (2013) existe evidencia de que los
compuestos volatiles de los aceites esenciales pueden ser absorbidos por la matriz del
alimento tratado, y asi cambiar sus propiedades sensoriales. Singhet al, (2003)
observaron que la aceptabilidad sensorial de germinados de alfalfa (Medicago
sativa L.) se vio afectada negativamente depués del tratamiento con aceite de tomillo.
De igual modo, las acelgas (Beta vulgaris L.) tratadas con diferentes aceites esenciales
fueron afectadas negativamente en cuanto a la aceptabilidad sensorial (Ponce et

al, 2004).

Para minimizar los efectos sensoriales negativos de los aceites esenciales en los
alimentos, se propuso el encapsulamiento de los aceites esenciales previo a su
aplicacion, la utilizacion de mezclas de aceites esenciales con el fin de disminuir la
concentracion empleada, asi como la aplicacién de los vapores de aceites esenciales
para reducir el dafio en el fruto causado por la aplicacién de manera directa de los

aceites esenciales.
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6. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente proyecto se puede concluir lo

siguiente:

La extraccion de los aceites esenciales de naranja y limén presentaron un
mayor rendimiento, con respecto al de toronja, por lo que este fue descartado
para ser empleado en las pruebas in vitro.

El aceite esencial de lim6n, mostré un 24.28% de inhibicion en el crecimiento
micelial mediante las pruebas in vitro para el hongo Botrytis cinerea durante 10
dias de incubaciéon en su concentracién mas alta (11000 ppm), al compararlo
con el aceite esencial de limén y la mezcla de estos (50-50%).

El prototipo de envase activo en esferas, mostré un 98.92% de inhibicion de
crecimiento micelial mediante las pruebas in vitro para el hongo Botrytis
cinerea durante los 10 dias de incubacién a 11000 ppm comparado con el
prototipo en forma de barniz donde se obtuvo un porcentaje de inhibicion de
91.42%

La aplicacion de los envases activos en el indice de decaimiento no presento
diferencia significativa con respecto a los controles por lo que se puede
considerar una buena alternativa para su aplicacién.

La aplicacion del envase activo no alterd significativamente los sdélidos
solubles y respiracion, mientras que para el pH, acidez y los parametros

sensoriales si se presentd un efecto significativo.
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