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RESUMEN

EL objetivo de este trabajo fue la comparacion de dos tratamientos a base de quitosan
mejorado al 1% y quitosan con aceites esenciales de clavo, canela y tomillo, esto con la
finalidad de evitar las podredumbres ocasionadas por hongos en el limén mexicano que
son las principales causas de perdidas poscosecha en frutos citricos y alcanzan del 60 al
80% de total de los limones.

Para este trabajo se emplearon hojas de arbol de limén y frutos enfermos, los principales
hongos que se aislaron e identificaron en el limén mexicano fueron; Penicillium italicum,
Penicillium digitatum, Alternaria alternata y Geotricum candidum que son los principales
causantes de la perdida poscosecha en dicho fruto como lo cita la bibliografia.

Posterior a la identificacion de los hongos se realizaron las pruebas in vitro para evaluar la
capacidad antifungica de los tratamientos, que esta consisti6 en monitorear cajas Petri
con medio de cultivo PDA mas el tratamiento a evaluar que fueron; quitosan mejorado
solo al 1%, quitosan mejorado con aceite esencial de canela, con aceite esencial de clavo,
aceite esencial de tomillo y finalmente un tratamiento con quitosan y la mezcla de dichos
aceites; para esta evaluacién siempre se conté con una caja control, que solo tenia medio
de cultivo PDA.

Para la evaluacion in vivo se trataron alrededor de quince limones de la especie Citrus
aurantifolia con un recubrimiento de quitosan mejorado al 1% y se evaluaron algunos
parametros fisicos, quimicos vy fisicoquimicos a través del tiempo.

Con los resultados obtenidos durante la experimentacion se observd que en la parte in
vitro, la cinética de crecimiento presentaba un efecto antifungico para cada uno de los
principales tratamientos, dando asi lugar a una evaluacion para saber si los tratamientos
presentaban un comportamiento fungicida o fungistatico; al presentar un efecto fungicida,
es decir que no permite el crecimiento del hongo, se decidid utilizar solamente quitosan
mejorado la 1% como recubrimiento final para los limones.

Con la relaciéon a los parametros evaluados en el limén mexicano, no hubo una diferencia
significativa con respecto al fruto control (sin ningun tratamiento), lo cual nos indica que el
recubrimiento a base de quitosan mejorado al 1% no afectd la calidad del limén y sin

embargo si ayudo a evitar la contaminacion de los hongos al fruto.



INTRODUCCION

América Latina es considerada como la principal region productora de citricos con una
aportacion del 32% del total de la producciéon mundial. En el caso particular del limoén
mexicano (Citrus aurantifolia [Christm.] Swingle), México es el principal pais productor en
el mundo, exportando principalmente a los Estados Unidos un promedio anual de 30 mil
toneladas de fruta, con un valor aproximado de 11.3 millones de dolares. A pesar de la
derrama econdmica que se obtiene con este citrico, existen problemas en la conservacién
de la fruta en poscosecha, debido a las pudriciones causadas principalmente por hongos
(Sharma et al. 2009; Hao et al. 2010). Una de las enfermedades comunes de los citricos
es la denominada pudricion acida causada por el hongo Geotrichum citriaurantii
(Sinébnimo Geotrichum candidum). Las infecciones por este patégeno se originan
principalmente a través de las heridas en la superficie de los frutos durante la recoleccion
o posteriormente en el manejo poscosecha. El tratamiento tradicional de control es a base
de fungicidas sintéticos, sin embargo, se ha documentado ampliamente sobre la aparicién
de cepas resistentes a varios ingredientes activos, principalmente al tiabendazol e
imazalil, por lo que la busqueda de alternativas ha llevado a experimentar con el uso de

agentes desinfectantes, aceites organicos, pesticidas etc.

Los limones son de suma importancia si tenemos en cuenta el nimero de aplicaciones
que tienen, a diferencia del resto de productos agricolas. Lo mas importante de los
limones es su jugo, que puede suponer hasta el 50% de su peso.

Cada fruta contiene 0,5 mg de vitamina C, es decir, el 71% de la cantidad diaria que
necesita un adulto. Los limones ayudan a combatir la gripe gracias a su accion antiséptica

y estimulan el sistema inmunoldgico.

En la industria de las bebidas se utilizan grandes cantidades de zumo pasteurizado,
mientras que la industria alimentaria utiliza mucho aceite esencial de limon.

Por ultimo, la esencia de limén es uno de los basicos de la industria del perfume.

La demanda de limén se ha incrementado mucho en los ultimos afios y esto son muy
buenas noticias, porque en las ultimas décadas la demanda se habia mantenido

constante y repetitiva.



La industria transformadora (zumos, aceites esenciales) y alimentaria han ido absorbiendo
cada vez mas cantidad de limones.

El consumo se ha incrementado gracias a la presencia cada vez mas frecuente del limén
en dietas hipocaldricas.

Este trabajo, esta enfocado a buscar alternativas para el control de estas enfermedades
por lo que se aislaron los microorganismos causantes de las diversas pudriciones y se
enfrentaron a diferentes concentraciones de quitosan mejorado y finalmente se evaluo el
tiempo de vida util de estos limones cubiertos con quitosan comparados con limones no

cubiertos.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES



1.1 Generalidades del limon:

1.1.1 Origen, definicion y clasificacion:

El limonero (Citrus limon) (figura. 1) es un arbol frutal perenne perteneciente a la familia
de las rutaceas y del género citrico que resulta muy poco resistente al frio por su caracter
tropical y su floracién permanente. También es un arbol muy sensible a los terrenos con
alta salinidad o a terrenos poco profundos pero lo cierto es que en muchos casos llega a
adaptarse a pesar de no ser lo habitual.

El limonero es un arbol con forma menos redondeada que el naranjo. Se trata de un arbol
pequefo que no suele sobrepasar los 4 metros de altura y cuyas hojas verdes mate son
perennes y con un olor a limén muy fuerte. (Técnica, Norte, Del, & Sutil, 2006)

Sus hojas son bastante largas, (de 5 a 10 centimetros) terminan en punta y poseen un
borde levemente dentado, suelen tener unas espinas muy gruesas, aunque cortas, en sus
ramas. Las hojas son de color brillante por la cara superior y verde palido y claro por la
parte inferior. La raiz es un eje vertical con varias raices secundarias que nacen en
desorden y el tronco es grueso con la corteza gris, lisa o aspera y brillante.

Sus flores son denominadas flores de azahar, al igual que sucede con las flores del
naranjo, y son de color blanco rosaceo con multitud de estambres. Se trata de flores
solitarias o flores en racimos, dependiendo de la variedad y gracias a su floraciéon continua
podemos dejar el fruto sin recolectar durante mas tiempo y hacerlo justo en el verano, que

es la época mas rentable para este arbol.

Limonero
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clasificacion cientifica

Reino Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase :  Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia : Rutaceae 11
Género : Citrus

Especie : Citrus limon

Figura. 1 Arbol de limonero



Lima de jugo acido, de forma oval u oval a esférica, perteneciente a la familia Rutaceae
del género Citrus y especie aurantifolia, con semilla, de cascara delgada, de color verde al
amarillo conforme avanza su madurez. (NMX-FF-087-SCFI-2001, 21001).

Frutos ovales o globosos de color verde oscuro al principio pasando a verde amarillento o
amarillo en la madurez. Mide 3.5 a 5 cm de didmetro o mas. Su piel es delgada y se
rompe facilmente. La pulpa es verdosa, jugosa, muy acida. Semillas pequefas, ovales
altamente poliembriénicas (producen dos o mas plantas por semilla). Fue introducida en

América desde los primeros viajes de Colon (Técnica et al., 2006).

1.1.2 Produccion en México:

La citricultura en México esta localizada en 27 estados con una superficie cercana a
500,000 hectareas (incluye tierras de riego y de temporal), con una produccion media
anual de 5 millones de toneladas y con rendimientos de 11 a 19 toneladas por hectarea
para los diferentes cultivos. La industria dispone de 19 plantas procesadoras de jugos
orientadas principalmente al comercio exterior. De esta total, unicamente operan 4

plantas, el resto se encuentran subutilizadas y descapitalizadas (Mota, 2003).

En México se producen tres especies de citricos considerados como limones por el
caracter acido de su jugo. El Limén Mexicano (Citrus aurantifolia, Swingle), limoén Persa
(Citrus latifolia, Tanaka) que botanicamente pertenecen al grupo de limas acidas ademas

del limén verdadero o limén italiano (Citrus limon, Burm).

Segun datos de la FAO (2015), en el afio 2013 México fue el quinto productor mundial de
citricos, con un 5.6% de la produccion mundial, después de China (24%), Brasil (14.5%),
Estados Unidos (7.49%) e India (7.46%). En el afio 2014 se produjeron en México 7.6
millones de toneladas de citricos, predominando naranjas (4.45 millones de toneladas) y
limones y limas (2.2 millones de toneladas),5 seguidos de toronjas (424 mil toneladas) y
mandarinas y tangerinas (492 mil toneladas).6 Los citricos constituyen un producto

agricola basico en México, ya que forman parte de la dieta de la poblacién, es decir, el
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consumo de citricos es muy elevado y la mayor parte de la produccién de citricos en
México se dedica al consumo doméstico. Esto se refleja en el hecho de que de las cifras
de produccion arriba anotadas, en el afno 2013 sdélo se exportaron 29 mil toneladas de
naranjas, 531 mil toneladas de limones y limas, y 17 mil toneladas de toronjas. Las
naranjas se exportan casi totalmente a Estados Unidos (alrededor de 81%), en tanto que las
toronjas se dirigen mayormente a la Union Europea (Francia, Bélgica y Paises Bajos sobre
todo). Por su parte, limones, limas y mandarinas se comercializan fundamentalmente en
Estados Unidos (aproximadamente 95%). (Maya, 2017)

México produce tres tipos de limon:

1. Limén mexicano (lima acida), se produce en los estados del Pacifico Sur (Colima,
Michoacan y Oaxaca principalmente).

2. Limén persa o sin semilla (lima acida) se produce en el Golfo de México y Sureste
(Veracruz principalmente).

3. Limon verdadero o italiano (limén) se produce principalmente en Yucatan.

Casi 2.44 millones de toneladas en 2016. México es 2° productor mundial de este citrico.
Cifras preliminares del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) afirman
que Veracruz (717,014 toneladas); Michoacan (619,612 t), y Oaxaca (263,448 t) se
ubicaron como los mayores productores de limon durante 2016, producto que nos ha
colocado a nivel internacional en segundo lugar de produccién, abriendo y diversificando
nuestras fronteras para que en otras naciones disfruten de la calidad de este citrico
reconocido por su calidad e inocuidad.(Mota, 2003)

La mayor parte de la produccion en México es de limén tipo mexicano, luego limén persa
y en muy poca proporcion el limén italiano. Para exportacion el limén mexicano representa
un poco mas del 5%, siendo el limén persa y el limén verdadero los mas solicitados para

esta actividad.
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Figura. 2 Produccion en México
http://www.greentv.com.mx/especiales/limon-nacional-gotas-de-sabor

1.1.3 Importancia econémica.

En términos de valor, los citricos son las frutas de mayor importancia en el comercio
internacional, con una produccion de 96 millones de toneladas. Pueden distinguirse dos
mercados nitidamente diferenciados. Uno corresponde a los productos frescos,
principalmente naranjas, encabezado por Espafia; y también limas y limones, donde a la
punta va México. El otro es el mercado de productos citricos, principalmente jugo de
naranja, dominado por Brasil, mientras que la produccion de naranja en México es de
4'533,427 toneladas. (Maya, 2017)

El limén mexicano es usado como fruta en fresco para consumir su jugo y como aderezo
culinario. A través del procesamiento industrial se extraen aceites esenciales, jugos
concentrados y cascara. El aceite esencial es la materia prima en la fabricacién de
bebidas de cola, productos farmacéuticos, saborizantes y fabricacién de perfumes y
jabones. (Mota, 2003)

México es el principal proveedor a nivel mundial de aceite esencial de limén (a base de
extracto de la cascara del limén mexicano), se estima que participa con el 77% de la
producciéon mundial de aceite esencial.

El valor de la cadena limén es de importancia estratégica para nuestro pais, por su
capacidad generadora de empleo y divisas, constituyéndose también en factor de
desarrollo de las regiones tropicales, en las cuales se concentra una gran proporcion de la

poblacion que vive en condiciones de pobreza.
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En las regiones tropicales de México se cuenta con importantes recursos naturales,
caracteristicas climaticas, disponibilidad de infraestructura y ubicaciéon geografica, que
posicionan a la cadena de limon como un sector estratégico para el desarrollo econdémico
de estas regiones.

Al analizar la cadena Limén Mexicano, se puede observar que en las principales regiones
productoras de Limén Mexicano como son: Oaxaca, Guerrero, Michoacan,

Colima, Jalisco y Nayarit en cada una de ellas se tiene diferentes niveles de integracion,
disponibilidad de infraestructura productiva y procesos de comercializacion, lo cual esta
correlacionado con la capacidad organizativa de los productores y empresarios asi como

con su rentabilidad y competitividad.

Por otra parte, entre los principales importadores de citricos frescos sobresale la Union
Europea, abastecida por Sudafrica, Argentina y Turquia. Otros importadores significativos
son Rusia, Canada y Japon, este ultimo se surte principalmente de Estados Unidos, pero
también realiza compras de estos frutos a otros paises. En particular, en el mercado
japonés ya domina el limén mexicano (Citrus aurantifolia), que en realidad es una lima, del
cual México aporta alrededor de dos mil toneladas, lo cual representa una gran
oportunidad para otros citricos de México, ya que Japon importa 52 mil toneladas anuales
de limoén verdadero (Citrus x limén). Posteriormente se identificaran los papeles que
tienen ambos paises en el mercado citricola mundial: México como uno de los principales
productores y exportadores de distintas variedades de citricos, y Japdn como uno de los
mayores importadores de citricos y productor de una exquisita variedad de mandarina

japonesa, la Citrus unshiu (unshu mikan). (Maya, 2017)

El cultivo de citricos en México, en particular del Limén Mexicano, ha alcanzado durante
los ultimos afos un importante desarrollo. Las plantaciones de limén mexicano se
localizan en la costa del Pacifico, principalmente en los estados de Colima, Michoacan,
Oaxaca, Guerrero y Nayarit (Froylan, 2008).

En el 2030, se estima un aumento de la demanda mundial de 4.82 a 5.98 MMt (un
crecimiento acumulado de 24%), mientras que la produccidon nacional de limén tiene la
capacidad de incrementarse de 2.42 a 2.98 MMt, lo cual representa un crecimiento
acumulado de 23.37%, Ante este escenario, es factible destinar 2.07 MMt para consumo
nacional y 1.07 MMt a las exportaciones. (SAGARPA, 2016)
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1.1.4 Manejo poscosecha.

Como en todos los citricos, las limas acidas una vez cosechadas, experimentan un
metabolismo relacionado con el fendmeno de senescencia, caracterizado por pérdidas en
el contenido de clorofila (responsables del color verde), elevada transpiracion que
conduce al marchitamiento y endurecimiento de la piel, reacciones de fermentacién
(produccién de etanol), pérdidas del valor nutricional (principalmente Vitamina C) y su
sensibilidad al ataque de microorganismos causantes de pudriciones se incrementa. Se
ha reportado, la evolucion de la senescencia en citricos es acelerada por diversos
factores como: inadecuado momento de cosecha, manejo brusco del producto tanto en
campo como en empacadora, insuficiente aplicacion de técnicas para control de
patégenos y pérdidas de agua por transpiracion, asi como empleo de inadecuadas
condiciones de temperatura y humedad relativa para el almacenamiento y/o transporte del
producto (principalmente inductoras de dafos por frio). Entre las técnicas poscosecha que
se han venido aplicando para mantener la calidad y extender la vida poscosecha de los
frutos de limén mexicano y ‘Persa’ se incluye principalmente el uso de recubrimientos a
base de ceras y el empleo de temperaturas de refrigeracion. (Veloz, 2006)

Para el enfriamiento de los citricos se recomienda el sistema de aire forzado que permite
bajar rapidamente |la temperatura de la fruta. Dependiendo de la variedad, la temperatura
de la fruta no debe ser menor de 3.0 °C, siendo los limones agrios los mas resistentes al
frio, después de las naranjas, mientras que las toronjas son muy susceptibles al frio.
Dependiendo del mercado de destino, los citricos pueden almacenarse por corto tiempo a
la temperatura ambiente. Cuando los periodos de almacenamiento son mayores es
necesario almacenarlos bajo refrigeracion. La fruta empacada puede almacenarse
durante varias semanas e inclusive meses a temperaturas de 3.0 °C a 8.0 °C, sin
embargo las toronjas deben mantenerse a temperaturas de 10.0 °C a 15.0 °C para evitar
el dafio por frio. La humedad relativa debe mantenerse a humedades del 85 % a 90 %.

Temperaturas cercanas a 0 °C producen dafios por frio a la mayoria de los citricos.

El limon se cultiva en una franja que va desde el ecuador hasta los 40° latitud norte y sur;
es de clima tropical y tienen un buen desarrollo tanto en areas costeras como en
altiplanicies. Se cultiva bajo condiciones muy variables que van del clima tropical al
subtropical, con altitudes de cero a 1,000 metros y precipitaciones de 600 a 2,000 mm

anuales.
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Para evitar la pérdida poscosecha, se ha propuesto el uso de recubrimientos comestibles,
para prolongar la vida util de frutas frescas y minimamente procesadas, debido a que
actuan como una barrera contra la humedad. Ademas presentan permeabilidad a gases,
en fruta almacenada disminuye su respiracion, evita pérdida de compuestos volatiles y

retarda la oxidacion enzimatica (Alvarez Quintero, 2012).

1.1.5 Legislacion

Como en todos los productos alimenticios se rigen bajo normas de calidad para su venta,

su exportacion e importacion, a continuacion se muestran algunas normas del limén.

Limon Mexicano (Citrus aurantifolia, swingle) en estado fresco.

e Productos alimenticios no industrializados para uso humano - fruta fresca - limén
mexicano (Citrus aurantifolia Swingle) — ESPECIFICACIONES

¢ Calidad suprema en limén mexicano

o NMX-FF-009-1982 Productos alimenticios no industrializados para uso humano —
Fruta fresca - Determinacion del tamafo en base al diametro ecuatorial.
Declaratoria de vigencia publicada en el Diario Oficial de la Federacion 10 de junio
de 1982.

o NMX-FF-012-1982 Productos alimenticios no industrializados para uso humano —
Fruta fresca - Determinacién del contenido dejugo en frutas citricas en base al
peso. Declaratoria de vigencia publicada en el Diario Oficial de la Federacién 10
de junio de 1982.
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1.2 Especificaciones del producto

1.2.1 Calidad del limoén

Calidad Suprema

Es la calidad certificada que presenta un producto agroalimentario al garantizar el
cumplimiento y valor agregado que brinda el empaque, etiquetado y calidad por atributos
(color, sabor, apariencia, textura, etc.), adicionalmente a la minimizacion y ausencia de

riesgos bioldgicos, quimicos y fisicos para la salud humana, animal y vegetal.

Dafo

Es cualquier lesion, perjuicio, menoscabo, estropicio, averia, deterioro, contusion,
machucamiento, corrupcion, pudricién, destrozo, herida, magulladura, laceracion o
lastimadura provocada por causas externas; ya sea por plagas o enfermedades
atribuibles a un mal manejo de las practicas agricolas, o por ramas o espinas, 0 por
utensilios, productos quimicos, aparatos o maquinas utilizados en el proceso, o por

descuido en el manipuleo o permanencia en ambientes inapropiados.

Dafio menor
Aquel que no afecta en forma considerable la aceptacion del limén por el consumidor;
puede ser rozaduras, raspaduras, heridas leves cicatrizadas u otros que sean

superficiales y de escasa extension.

Dafio mayor
Es aquel que reduce en forma considerable la aceptacion del limén por el consumidor;
puede presentarse como evidencias de plagas o enfermedades, heridas cicatrizadas u

otros que no afecten la pulpa de la fruta.

Dafio critico

Es aquel que afecta la pulpa del limén y ocasiona el rechazo del mismo por el
consumidor; consiste en estados avanzados de ataques de plagas o enfermedades,
grietas, heridas no cicatrizadas, magulladuras, picaduras ocasionadas por espinas u

otros.
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Defecto

Es cualquier malformacion o deformacion provocada por variaciones genéticas,

fisiologicas o por efectos climatoldgicos, que afecte la apariencia o utilidad del producto.

El producto objeto de este Pliego de condiciones, debe cumplir con las siguientes
especificaciones sensoriales:

Deben ser limones:

Sin Dafos

e Sanos interior y exteriormente

e Libres de enfermedades

o Exentos de plagas

o Exentos de dafios causados por plagas
e Libres de pudricion

Defectos menores:

Se consideran defectos menores: las ligeras raspaduras, costras, rozaduras, manchas,
quemaduras de sol y otros que afecten un area hasta de 25 m2, siempre y cuando sean
superficiales.

Defectos mayores

Se consideran defectos mayores: la antracnosis, fumagina, evidencias de plagas y
enfermedades, grietas cicatrizadas, magulladuras, claveteado y otros que no afecten el
albedo, cuando el area afectada sea mayor de 25 mm2 y menor de 100 mm2 incluyendo

defectos menores.

Limpios
Exentos de materia extrafa visible (tierra, manchas o residuos quimicos o de materia
organica)

e Libres de escamas
e Libres de costras o rofia
e Libres de manchas por contacto

De consistencia firme; exentos de magulladuras:

e Libres de degradacion de la punta floral
e De sabor y olor caracteristicos
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Exentos de cualquier olor y/o sabor extrano
De aspecto fresco

Libres de manchas de aceite (oleocelosis)

Libres de piel dura o seca
Libres de dafios por baja temperatura
Libres de seinales de haber sido expuestos a altas temperaturas

Enteros

Con el Pedunculo adherido, o con muestras de que se separé naturalmente
Libres de heridas sin sanar

Libres de dafio causado por la maquinaria o por las uias del personal.

Sin Defectos

Bien desarrollados:

De forma caracteristica

Libres de aberraciones genéticas, de desordenes fisioldgicos

Libres de defectos ocasionados por efectos meteorolégicos, por desbalance
nutricional o por factores del medio (clima, suelo, agua)

De textura uniforme

De coloracion uniforme

Exentos de manchas por sombreado

Es caracteristica de este fruto el que, habiendo cicatrizado la unién con el caliz,
éste se desprenda naturalmente, cosa que sucede a los pocos dias de haber sido
separado del arbol. Por lo que la ausencia natural del caliz no afecta la condicion

LT

de “Sin danos”, “Enteros”.

Color

El Limén Mexicano debe presentar coloracion uniforme, pasando del verde
obscuro al amarillo conforme avanza su madurez fisiolégica. Lo anterior se verifica
visualmente de acuerdo a la siguiente relacion.

Contenido de jugo

Los limones objeto de este Pliego de Condiciones deben presentar un grado de
madurez fisioldgica o punto sazén minimo, el cual se determina por el contenido
de jugo, que no debe ser menor de 30 % en base a su peso.

Es tolerable el 2%, en numero o peso de frutas que no satisfagan el requisito de
contenido de jugo.

Cabe mencionar que mientras mas obscuro sea el color, menor cantidad de jugo
se obtendra.

Peso y/o Tamano del Limoén
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e Podran clasificarse los limones segun su peso y/o su tamafo. El empacador debe
contar con especificaciones de calidad documentadas que consideren el tamafio
solicitado por sus clientes.

Para la clasificacion por peso.
o Deberan usarse los gramos (g); pudiendo especificar los gramos que pesa cada

Limon (ej. 35g), o la cantidad de limones que contiene un kilogramo (ej. 28/kg).
Para ambos casos es necesario mencionar el rango, si lo hubiera, plasmando
inicialmente la cifra mas pequena (ej. 31-35¢g, 28-32/kg).

Para la clasificacion por tamano:

o Deberan usarse los milimetros (mm) en concordancia con la tabla anterior. Es
tolerable el 1%, en numero o peso de frutas que no satisfagan los requisitos de
tamano indicados en el envase o lote, siempre y cuando se ajusten al rango
inmediato superior o inferior, al momento de empacar.

1.2.2 Daiios y hongos presentes en el limon

El maltrato de la fruta durante a linea de empaque es causado principalmente por golpes,
picaduras de espinas, rozadura de ramas, excesiva humedad en el fruto repercuten en un
rompimiento de las glandulas de aceite en la cascara del fruto, asi como la susceptibilidad
al dafio por plagas y enfermedades. En estas condiciones la vida util de los frutos durante
el almacenamiento y transporte al mercado se reduce sensiblemente y la apariencia
resulta fuertemente afectada. Los esfuerzos por conservar los frutos en Optimas
condiciones de refrigeracion y atmésferas controladas resultan infructuosos cuando se
almacenan, sometidos a un mal manejo. (Froylan, 2008)

Especies del género Geotrichum son los agentes causales de la podredumbre amarga o
acida de los citricos, frutos de hueso, tomates, zanahorias y otras frutas y hortalizas.
Junto con Penicillium digitatum y Penicillium italicum, la especie G. citri-aurantii es
responsable de importantes pérdidas econdmicas ocasionadas por enfermedades de
poscosecha en frutos citricos en todo el mundo. (Palou, Jerbi, Taberner, & de la Fuente,
2016)

El Geotrichum candidum es un hongo que se instala en los frutos por heridas. Se da con
frecuencia este tipo de podrido sobre fruta madura con defectos y almacenada durante
algun tiempo. Hongos del tipo Penicillium instalados sobre podrido de Geotrichum,

aceleran la total descomposicion de los frutos atacados.

21



Los hongos del género Alternaria pueden causar enfermedades en numerosos productos
hortofruticolas, las cuales pueden presentarse durante el desarrollo del cultivo o en la
poscosecha y causar la destruccién generalizada del cultivo y pérdidas en la produccion.
Durante la poscosecha, Alternaria tiene la capacidad de mantener una infeccion
quiescente 'y manifestarse cuando se presentan las condiciones adecuadas,
principalmente durante la maduracion.

En esta etapa, la principal especie que se ha identificado es A. alternata que causa la
enfermedad del moho negro en solanaceas, principalmente. (Black-solis, Ventura-aguilar,
& Barrera-necha, 2017)

Los hongos Penicillium digitatum y P. italicum representan mundialmente la principal
pérdida econdmica para el sector citricola durante la etapa de poscosecha (Tamayo &
Carvalho, 2014), esto debido al mal manejo poscosecha, incluyendo su mal
almacenamiento; todo esto durante su comercializacion (Dominguez, 2003), éstas
alcanzan del 60 al 80%; siendo Penicillium digitatum (moho verde) la principal causa de
pérdida durante la comercializacion. Sin embargo, en los limones, el moho verde presenta
una incidencia mucho mas baja que en naranjas o mandarinas. El moho verde suele tener
una elevada incidencia a principio y mitad de la comercializacién, mientras que el
Penicillium Italicum (moho azul) suele ser importante al final de la misma (Dominguez,
2003). Cabe mencionar que ninguno de dichos patégenos puede atacar a la fruta si no
tiene heridas o lesiones en su superficie y dificilmente se propagan por contacto (Holmes
& Eckert, Joseph W, 1999).

Las podredumbres ocasionadas por Penicillium son las principales causas de pérdidas de
los frutos citricos durante su comercializacién en condiciones mediterraneas (Tuset, 1987,
Vinas et al., 2005), éstas alcanzan del 60 al 80% del total de los agrios (Tuset, 1987);
siendo la podredumbre verde, sin ningun género de dudas, la principal de nuestros agrios
a lo largo de toda la campafia de comercializacion. Sin embargo, en los limones, la
podredumbre verde presenta una incidencia mucho mas baja que en naranjas o
mandarinas (Tuset, 1987). La podredumbre verde suele tener una elevada incidencia a
principio y mitad de la campafna de comercializacién, mientras que la azul suele ser
importante al final de la misma. Las lluvias tempranas seguidas o no de tiempo seco y
caluroso son factores climaticos muy a tener en cuenta porque favorecen la podredumbre
azul, mientras que la podredumbre verde se ve acrecentada por lluvias mas tardias

seguidas de ambiente humedo y fresco.
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El podrido producido por este tipo de hongos, es el mas conocido y el que mas se ve en
nuestros almacenes. Son los clasicos mohos verde y azul. Ninguno de dichos patdégenos
puede atacar a la fruta si no tiene heridas en su superficie y dificiimente se propagan por
contacto, si los frutos no presentan lesiones en su corteza.

El Penicillium digitatum tiene un desarrollo facil a 20°C y humedad relativa alta. El
Penicillium italicum puede crecer entre 3 y 32 °C, aunque se desarrolla con mas facilidad

a 24 °C y humedad relativa alta.

Penicillium digitatum: podredumbre verde causada por el hongo que penetra en la corteza
de los frutos a través de heridas. Los sintomas empiezan en una zona humeda en la
epidermis del fruto seguido por el crecimiento de un micelio incoloro y, a continuacion, se
produce la esporulacion de color verde. P. digitatum es, sin ningun tipo de dudas, el
principal hongo causante de la podredumbre de los agrios en nuestro pais a lo largo de
toda la campana de comercializacion.

Desde el punto de vista epidemiolégico, P. digitatum es un tipico parasito de
herida. Perdura en estado saprofitario sobre todo tipo de matriz vegetal, entrando en
actividad cuando el fruto citrico se encuentra en periodo avanzado de maduraciéon o
completamente maduro, es decir, cuando el fruto se encuentra con sus defensas

mermadas.

En la comercializacién citricola, la contaminacién por este hongo tiene lugar en los
siguientes puntos:
a) En el campo, estando el fruto maduro todavia en el arbol o en las operaciones de
recoleccion y transporte.
b) En el almacén acondicionador o conservador de la fruta.

c) Durante el periodo de distribucion y venta en los mercados.

Normalmente predomina durante la permanencia del fruto maduro en el huerto. Sin
embargo, si los frutos permanecen tiempo en camara, es probable encontrar
proliferaciones mas o menos abundantes debido a la dispersion por el ambiente de los
conidios a partir de los frutos afectados.

La fuente principal de contaminacion son los conidios, pero también el micelio puede jugar
un papel interesante cuando los frutos estédn en contacto (contaminaciéon cruzada). Caso

éste de frecuencia considerable durante el periodo de comercializacion.
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Una vez en los frutos, si estos se encuentran maduros y presentan heridas o roturas de la
cuticula y la humedad del aire es apropiada (mas del 80%), los conidios de P. digitatum
entran en actividad, germinan y el tubo germinativo en crecimiento, penetra con rapidez
en el interior de los tejidos de la corteza (albedo), produciéndose la infeccion y al poco
tiempo la podredumbre .

Durante la conservacion frigorifica, P. digitatum es menos activo que P. italicum,
predominando éste claramente en los frutos que sufren este proceso térmico. La razén de
ello se debe a que P. digitatum disminuye el desarrollo en condiciones de bajas

temperaturas (especialmente la esporulacién), lo que no sucede en P. italicum.

Penicillium italicum: Podredumbre azul que puede penetrar en la piel sin que haya heridas
y puede propagarse a los limones adyacentes (contaminacién cruzada). Los sintomas son
parecidos a los de la podredumbre verde, pero en este caso las esporas son de color azul
en masa y por su apariencia constituyen pequefias masas polvorientas de color azulado.
P. italicum es, después del “moho verde”, el micromiceto mas importante de nuestros
frutos citricos. En frigoconservacioén, la actividad parasitaria de P. italicum alcanza el
primer puesto.

Al mismo tiempo que se forma en el exterior la parte reproductora asexual del hongo, los
tejidos del fruto invadidos por el micelio del patéogeno, se desorganizan como
consecuencia de la disolucién de las pectinas que constituyen las paredes celulares. Se
producen pérdidas de liquidos, mostrandose al final éste blando y completamente
arrugado. En condiciones de temperatura igual o superior a los 8-10°C, esta podredumbre
es rapida y continua, difundiéndose en todas direcciones hasta afectar al fruto
completamente. Si ésta tiene lugar en atmodsfera humeda, el fruto se descompone
blandamente con importantes exudados acuosos. Si por el contrario el ambiente es seco,

el fruto se deshidrata rapidamente quedando al final arrugado y con aspecto coriaceo.
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" Penicillium italicum

Figura. 3 Penicillium italicum presente en el fruto

1.2.3 Fuentes de infeccion

Las esporas procedentes del suelo, los envases, el aire, la linea de tratamiento, etc.
Ambos hongos, pueden permanecer durante meses sobre la piel y desarrollarse
posteriormente, en cuanto entran en contacto con los liquidos liberados por las heridas de
la corteza.

La contaminacion de los frutos, se produce siempre por esporas, que se instalan en las
heridas de la piel. En el caso del Penicillium italicum, también puede producirse la
contaminacion por contacto con frutos podridos, ya que las hifas pueden atravesar la piel

de un fruto sano, en determinadas circunstancias.

1.3 Control y prevencion de podredumbre

1.3.1 Recubrimiento con biopeliculas:

Aunque pareciera que el uso de recubrimientos comestibles en alimentos es nuevo, desde
hace mucho tiempo se ha aplicado. Durante los siglos Xl y XlII se practico en China la
inmersion en cera de naranjas y limones para retardar la pérdida de agua.

Los polisacaridos derivados de celulosa, pectinas, alginatos, quitosan y gomas, son
capaces de constituir una matriz estructural, permitiendo obtener recubrimientos
comestibles transparentes y homogéneos (Jiménez Munguia, 2012).

El uso de recubrimientos comestibles es una tecnologia que esta ganando importancia

para prolongar la vida util de frutas frescas y minimamente procesadas, debido a que
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actuan como una barrera contra la humedad. Ademas presentan permeabilidad a gases,
en fruta almacenada disminuye su respiracion, evita pérdida de compuestos volatiles y
retarda la oxidacion enzimatica.

Los recubrimientos comestibles en frutas crean una atmodsfera modificada en el interior de
éstas, reduciendo la velocidad de transpiracion, debido a que crean una barrera
semipermeable a gases como O,, CO, y vapor de agua. Esto retrasa el deterioro de la
fruta.

Los polisacaridos derivados de celulosa (metilcelulosa MC, hi- droximetil celulosa HMC,
hidroxipropil metilcelulosa HPMC y carboximetilcelulosa CMC), pectinas, derivados de
almidon, alginatos, carragenina, quitosano y gomas, son capaces de constituir una matriz
estructural, permitiendo obtener recubrimientos comestibles transparentes y homogéneos,
sin embargo estan divididos por la solubilidad en agua.

La efectividad de un recubrimiento comestible en frutas depende del control de la
humectabilidad, y de la capacidad de la matriz para mantener compuestos de diversa
funcionalidad (plastificantes, antimicrobianos, antioxidantes, sabores y olores) debido a
que la pérdida de los componentes afecta el espesor del recubrimiento y su solubilidad en

agua. (Vazquez Briones M.C. & Guerrero Beltran J.A., 2013)

1.3.2 Quitosano
El quitosano es un compuesto derivado de la quitina constituida por unidades de B-(1,4)-2-

acetamida-2-deoxi-D-glucosa y  B-(1,4)-amino-2-deoxi-D-glucosa. Este  polimero
biodegradable y no téxico para los humanos presenta multiples cargas positivas que le
confieren valiosas propiedades funcionales, entre las que destaca su actividad
antimicrobiana (I. C. A. Rodriguez, 2011).

Se propone que el modo de accién del quitosano, se debe a las cargas positivas del grupo
NH3+, que permiten la interaccién con las cargas negativas de las membranas celulares
alterando su funcionalidad y afectando el crecimiento de los microorganismos; ademas se
ha reportado que el quitosano presenta un efecto antifungico asociado al peso molecular y
a su grado de desacetilacion. Otras investigaciones han demostrado que la aplicacion de
peliculas de quitosano en productos fruticolas, tiene el potencial de inhibir su
descomposicion y prolongar la vida util de almacenamiento. Trabajos donde se han
realizado observaciones microscépicas indican que el quitosano tiene un efecto directo
sobre la morfologia de los microorganismos tratados, (I. C. A. Rodriguez, 2011) lo cual
refleja su potencial fungistatico o fungicida, en otros estudios sugieren que el quitosano

induce una serie de reacciones de defensa relacionada con la actividad enzimatica y se
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ha demostrado que aumenta la produccién de glucanohidrolasas, compuestos fendlicos y
la sintesis de fitoalexinas especificas con actividad antifungica, y también reduce las
enzimas de maceracion como poligalacturonasas, pectina metil esterasa, etc. Ademas, se
menciona que induce a las barreras estructurales, un ejemplo de ello es, la induccion de
la sintesis de la lignina. Para algunos productos horticolas y ornamentales, ya que
aumentd la produccién de la cosecha y debido a su capacidad para formar una capa
semipermeable, el quitosano extiende la vida util de las frutas y los vegetales tratados,
reduciendo al minimo la tasa de respiracion y la pérdida de agua. (I. C. A. Rodriguez,
2011)

1.3.3 Substancias naturales de accion antimicrobiana

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana. En
estado natural, estos compuestos pueden desempefiar el papel de prolongadores de la
vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido estudiados por su potencial
como antimicrobianos alimentarios directos. El uso de aditivos alimentarios de origen
natural implica el aislamiento, purificacién, estabilizacién e incorporacién de dichos
compuestos a los alimentos con fines antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente
a las caracteristicas sensoriales, nutritivas y a su garantia sanitaria. Esto tiene que
lograrse manteniendo los costos de formulacién, procesamiento o comercializacion.

Los sistemas antimicrobianos naturales pueden clasificarse por su origen: (E. N. S.
Rodriguez, 2011)

1. Origen animal, incluye proteinas, enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas
tales como lipasas y proteasas y polisacaridos como el quitosan.

2. Origen vegetal, incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos,
hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos vy fitoalexinas producidas en
plantas.

3. Origen microbiano, incluye compuestos producidos por microorganismos.

Otro compuesto que servira para sustituir al acido sérbico en la conservacion de los
alimentos es la vainillina, un componente cristalino de la vaina de la vainilla, que se ha

mostrado muy eficaz en frutas como la manzana, las fresas o el mango. En general, cada
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vez se descubren mas plantas o partes de éstas que contienen antimicrobianos naturales,

por lo que ya no solo tendremos mayor seguridad, sino mayor calidad de los alimentos.

Los sistemas antimicrobianos naturales presentes en plantas, animales o
microorganismos van ganando lugar en el ambito de la «conservacion natural», sobre
todo de las actividades antimicrobiana procedente de extractos de varios tipos de plantas
y partes de plantas que se usan como agentes saborizantes en algunos alimentos. Los
extractos de especies con propiedades conservantes naturales son mas utilizados que los
antimicrobianos sintéticos. En la mayoria de los casos, los antimicrobianos se usan
principalmente para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras, y su accion depende en
gran medida del pH. Cuanto mas acido es un alimento, mas activo es contra los
microorganismos. (E. N. S. Rodriguez, 2011)

Los aceites esenciales son un grupo de sustancias naturales que se estan probando en
experimentos cientificos planeados desde la década de 1940 y estan ofreciendo
resultados prometedores para que puedan ser utilizados en el futuro en el marco de una
Produccion Integrada de citricos. Estos aceites son compuestos, de tipo lipofilico,
altamente volatiles y con fuertes propiedades aromaticas que son sintetizados y
almacenados en determinados compartimentos y estructuras celulares. Presentan un
importante papel en la proteccion de las plantas, ya que tienen propiedades
antibacterianas, antivirales, antifungicas e insecticidas.

En la actualidad se conoce la actividad antimicrobiana de muchos de estos aceites y se
utilizan al menos en el industria alimentaria como inhibidores de microbiota bacteriana
acompanante,pero son escasos los trabajos que estudian su mecanismo de accién y se
desconoce este mecanismo en gran parte.

La actividad antifungica de los aceites esenciales ha sido atribuida a fenoles
monoterpénicos, especialmente el timol, carvacrol y eugenol; también al D-limoneno,
cineol, a-pineno, B-pineno, B-mirceno y alcanfor o adicionalmente a p-anisaldehido y L-
carvona. Sin embargo, existe cierta especificidad entre ellos, L-carvona es efectiva contra
B. cinerea, pero no contra Penicillium sp. . Los extractos de aceites de tomillo y enebro
también han mostrado su eficacia para controlar las especies de Penicillium patégenas de
los agrios.

Se esta utilizando un formulado a base de aceites esenciales de romero como un
fungicida de amplio espectro en cultivos y el aceite de clavo se usa comercialmente como

herbicida, inhibidor de la brotaciéon de la patata y fungicida. Los aceites de tomillo rojo
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(Thymus zygis L.) son utilizados en Espana como fungicidas y repelente natural con

accion preventiva y curativa en agricultura ecologica.

1.3.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos oleosos, derivados volatiles de plantas, obtenidos de
diferentes partes de la planta, como tallos, flores, hojas, raices, semillas, frutos etc. ; los
cuales son responsables de su aroma. En la planta funcionan como mensajeros,
atrayentes de polinizadores y para defensa contra herbivoros y microorganismos que
producen enfermedades. Esta caracteristica les confiere sus propiedades para su posible
aplicacion en el control de hongos fitopatégenos.

Pueden obtenerse por diferentes métodos pero el mas comun es por destilacion utilizado
primordialmente para la producciéon. Se estima que aproximadamente se conocen mas de
3000 aceites esenciales y que 300 de ellos tienen importancia comercial, ya que se usan
en diferentes productos ya sean de belleza, en alimentos, como condimentos o sabores
entre otros usos. Se sabe que algunos aceites esenciales tienen efecto antibacteriano,
antifungico, antiviral, insecticida y ademas poseen propiedades antioxidante asi como
antiinflamatorias

Los aceites esenciales estan constituidos por una mezcla compleja de compuestos,
principalmente terpenos, alcoholes fendlicos como es el caso del timol, carvacrol,
eugenol; alcoholes no fendlicos como el geraniol, linalol, aldehidos, cetonas, acidos y
eésteres, entre otros y cada planta puede tener hasta 100 sustancias quimicas distintas en
diferentes cantidades y que en conjunto proporcionan al aceite esencial caracteristicas
propias

Los aceites esenciales son de naturaleza hidrofébica y de gran viscosidad. Estas
caracteristicas pueden reducir la capacidad de la dilucién o pueden causar distribucion
desigual del aceite a través del medio, aun si se usa un agente correcto disgregante o
solubilizante. Se tiene que comprobar si las concentraciones aplicadas del emulsor o del
solvente no afectan el crecimiento y la diferenciacién de los microorganismos de prueba.
Los cultivos de microorganismos se realizan en medios liquidos, bajo condiciones fisicas
Optimas para las especies individuales. Los microorganismos tienen que alcanzar una
fase apropiada del crecimiento, y un numero especificado de células tiene que ser
utilizado para la prueba.

Por otra parte los aceites esenciales son un grupo de sustancias que estan ofreciendo

resultados prometedores. Estos aceites presentan un importante papel en la proteccion de
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las plantas, ya que tienen propiedades antibacterianas, antivirales, antifungicas e
insecticidas (Reyes Jurado, 2012).

En la actualidad se conoce la actividad antimicrobiana de muchos de estos aceites y se
utilizan al menos en el industria alimentaria como inhibidores de microbiota bacteriana
(Barrera Necha, 2008), pero son escasos los trabajos que estudian su mecanismo de
accién y se desconoce este mecanismo en gran parte.

Toxicidad de los aceites esenciales:

Por regla general, los aceites esenciales por via oral poseen una toxicidad débil o muy
deébil: la mayoria de los que se utilizan frecuentemente tienen una DLs, comprendida entre
2 y 5 g/Kg (anis, eucalipto, clavo, canela 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 DL50 inferior a 2 g/Kg.

Los aceites esenciales exhiben la actividad antimicrobiana en una amplia variedad de
especies de insectos, bacterias, levaduras y hongos, por lo que se ha desarrollado su uso
en la proteccion de alimentos como ingrediente o en peliculas.

El modo de accion de los aceites esenciales en cuestién a su caracter (hidréfilo o
hidréfobo) se debe a que tienen la capacidad de alterar y penetrar en la estructura lipidica
de la pared celular perturbando estructuras celulares lo que lleva a la desnaturalizacién de
las proteinas y a la destruccién de la membrana celular, haciéndolas mas permeables, lo
que conduce a rupturas o fugas citoplasmaticas, lisis celular y eventualmente la muerte
del microorganismo .Respecto a sus componentes, ellos también pueden actuar como

agentes que interfieren con la traslocacion de protones y la fosforilacion del ATP.

Aceite esencial de canela
La canela es de la familia Lauraceae, del género Cinnamomum que comprende

aproximadamente 250 especies, él arbol es nativo de la India e Indochina, las tres
especies importantes de donde se obtienen AE de interés son C. zeylanicum, C. cassia
Blume y C.camphora L. La canela tiene efectos bioldgicos como la analgesia, es
antiséptico, antiespasmaddico, afrodisiaco, astringente, carminativo, hemostatico,
insecticida y parasiticida.

El aceite de esta especie se puede extraer de la hoja, del tallo o de la raiz, lo que da lugar
a diferencias en sus caracteristicas de aroma, sabor y composiciébn quimica
principalmente. El uso mas comun es la perfumeria, asi como saborizantes en la industria

de los alimentos, en farmacéuticos, preparaciones dentales y bebidas, entre otros
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productos, ademas, se caracteriza por que tiene un aroma dulce, picante y de gran
alcance.

Descripcion:

Es un liquido amarillento o parduzco que se oscurece y espesa con el tiempo o por
exposicion prolongada al aire. Su olor y sabor son caracteristicos. Es poco soluble con el
agua y muy soluble en alcohol y en acido acético glacial.

Principios Activos:

Segun la FAO (2006), el aceite de hoja de canela (Cinnamomum zeylanicum) contiene
como componente principal 75-85% de eugenol y es rico en cinamaldehido el cual
contribuye con su caracter aromatico y caracteristicas antimicrobianas.

Su actividad antifingica es debida a la accion sobre la membrana celular, provocando la
desestabilizacion de la misma e induciendo a la muerte celular.

Toxicidad:

La DLsy para el aceite esencial de canela en aplicacién dérmica fue estimada en
690mg/Kg y la dosis diaria aceptada para el aldehido cinamico fue estimada en 700ug/Kg.
Efecto antifungico del aceite esencial de Canela

De todos los AE que se han estudiado, destacan los aceites de clavo (Syzygium
aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum) y tomillo (Thymus vulgaris); entre otros
como los de menta, ajo, lima y eucalipto, observandose que los ultimos tres aceites
mencionados inhibieron el crecimiento micelial y la esporulacion de los conidios de C.

gloeosporioides, a concentraciones de 200, 250 y 300 ug mL™.

Aceite esencial de clavo

El clavo de olor (Syzygium aromaticum o Eugenia caryophy- llata) es una especia
perteneciente a la familia Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en ambientes
principalmente tropicales. (Aguilar-Gonzalez, AE, Lopez-Malo, 2013)

El aceite esencial de clavo es un liquido incoloro o de color amarillo-marrén claro. Tiene
un aroma caracteristico y sabor pungente, es miscible en etanol y en dietil éter; es
ligeramente miscible en agua y adquiere un color marrén con el envejecimiento o en
contacto con el aire. Es fotosensible y termolabil, por lo que la vida de almacenamiento es
corta si no se protege adecuadamente.

De acuerdo al estudio realizado, la composicion del aceite obtenido por arrastre de vapor
presenta en su composicion al eugenol (83.6%); acetato de eugenilo (11.6%) y cariofileno

(4.2%) como componentes mayoritarios.
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Actividad antimicrobiana del aceite esencial de clavo:

Los componentes activos de las especias que tienen actividad contra los microorganismos
son en su mayoria metabolitos secundarios como alcaloides, glucosidos, entre otros
atribuyen la actividad antimicrobiana del aceite esencial de clavo, a los compuestos
fendlicos, asi a mayor cantidad de compuestos fendlicos en el aceite esencial la actividad
antimicrobiana sera mayor; estos compuestos pueden desnaturalizar a las proteinas y al
mismo tiempo reaccionan con los fosfolipidos de la membrana celular, cambiando asi su
permeabilidad y produciendo la muerte microbiana. (Aguilar-Gonzalez, AE, Lopez-Malo,
2013)

Actividad antifangica

La actividad antifingica del aceite esencial de S. aromaticum abarca diversas especies de
hongos y levaduras, por ejemplo: especies de Candida (principalmente Candida albicans),
Cryptococcus neoformans, especies de Aspergillus, hongos aislados de Onychomicosis
(infeccién de ufas), Saccharomyces cerevisiae y las especies de Penicillium aisladas del
aire. El aceite de clavo es eficaz contra especies de Alternaria, Fusarium, Botrytis,

Septoria y Penicillium digitatum, esta actividad se debe principalmente al eugenol.

Aceite esencial de tomillo
El tomillo (Thymus vulgaris) es de la familia Lamiaceae, es un arbusto herbaceo perenne,

es una planta nativa de la region del mediterraneo pero es cultivada en distintas regiones.
El tomillo es una especie comunmente usada de diversas maneras, una de ellas es como
aceite esencial el cual es ampliamente utilizado como saborizantes de alimentos,
preparacion farmacéutica, enjuagues, desinfectantes ademas algunas veces como
perfumes.

El aceite esencial de tomillo, Thymus vulgaris, presenta como componente mayoritario el
timol y en algunas variedades su composicion puede alcanzar valores hasta del 80%. Se
comprueba ademas la presencia de carvacrol, gamma-terpineno y p-cimeno (precursor
del timol). Tanto los aceites esenciales obtenidos de las especies de Thymus, como el
timol, han sido reconocidos por su actividad antibacteriana y antifungica, razén por la cual
se emplean industrialmente en la preparaciéon de desinfectantes de uso humano,
enjuagues bucales y otros agentes antimicrobianos utilizados a nivel doméstico. (Gallo &
Malo, 2011)

Quitosdn
Actualmente la quitina se obtiene principalmente del exosqueleto de crustaceos

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

La quitina es la sustancia organica mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa , es un biopolimero lineal, altamente insoluble en agua, propiedad esta que limita
sus aplicaciones; se disuelve rapidamente en acidos concentrados, en algunos
fluoroalcoholes y soluciones al 5% de cloruro de litio, lo que la hace poco practica para su
aplicacion y presenta baja reactividad. Otras propiedades relevantes de este biopolimero
son su alto peso molecular y su estructura porosa favoreciendo una elevada absorcion de
agua.

El quitosano es un compuesto derivado de la quitina constituido por unidades de B-(1,4)-2-
acetamida-2-deoxi-D-glucosa y B-(1,4)-amino-2-deoxi-D-glucosa. Este  polimero
biodegradable y no téxico para los humanos presenta multiples cargas positivas que le
confieren valiosas propiedades funcionales, entre las que destaca su actividad
antimicrobiana.

Se propone que el modo de accion del quitosano, se debe a las cargas positivas del
grupo+, que permiten la interaccion con las cargas negativas de las membranas celulares
NH3 alterando su funcionalidad y afectando el crecimiento de los microorganismos;
ademas se ha reportado que el quitosano presenta un efecto antifingico asociado al peso
molecular y a su grado de desacetilacion. Otras investigaciones han demostrado que la
aplicacion de peliculas de quitosano en productos fruticolas, tiene el potencial de inhibir
su descomposicion y prolongar la vida util de almacenamiento (Han et al., 2004). Trabajos
donde se han realizado observaciones microscoépicas indican que el quitosano tiene un
efecto directo sobre la morfologia de los microorganismos tratados, lo cual refleja su
potencial fungistatico o fungicida, en otros estudios sugieren que el quitosano induce una
serie de reacciones de defensa relacionada con la actividad enzimatica y se ha
demostrado que aumenta la produccion de glucanohidrolasas, compuestos fendlicos y la
sintesis de fitoalexinas especificas con actividad antifungica, y también reduce las
enzimas de maceracion como poligalacturonasas, pectina metil esterasa, etc. Ademas, se
menciona que induce a las barreras estructurales, un ejemplo de ello es, la induccion de
la sintesis de la lignina. Para algunos productos horticolas y ornamentales, ya que

aumentd la produccion de la cosecha y debido a su capacidad para formar una capa
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semipermeable, el quitosano extiende la vida util de las frutas y los vegetales tratados,

reduciendo al minimo la tasa de respiracion y la pérdida de agua.

El recubrimiento de quitosano (CH), un polimero obtenido del exoesqueleto de
crustaceos, utilizado como recubrimiento comestible por sus propiedades antimicrobianas
y su capacidad de vehiculizar sustancias bioactivas como aceites esenciales (AES) que
confieren atributos sensoriales y poseen capacidad microbicida (Rico, 2012). Se propone
que el modo de accién del quitosan, se debe a las cargas positivas del grupo NH3+, que
permiten la interaccion con las cargas negativas de las membranas celulares alterando su
funcionalidad y afectando el crecimiento de los microorganismos (Marmol, Zulay, 2011);
ademas se ha reportado que el quitosan presenta un efecto antifingico asociado al peso
molecular y a su grado de desacetilacion (Marmol, Zulay, 2011). Otras investigaciones
han demostrado que la aplicacion de peliculas de quitosan en productos fruticolas, tiene
el potencial de inhibir su descomposicion y prolongar la vida util de almacenamiento (Rico,
2012).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA



2.1 Cuadro metodolégico:

Actividades preliminares |(—

R

Establecimiento de la concentracion
de los aceites esanciales sn mezcia
£On Quitosan.

OBJETIVO GEMNERAL

Evaluar dos peliculas de quitesan para determinar la vida dtil v combatir los hongos patdgenos mas
comunes (Penicifum digistum, Penicifum falicum y Akernaria afernsts) del limon mexicano,
empleando una pelicula con guitosan solo v otra con guitosan adicionada con 3 diferentes aceites
ezenciales (tomillo, canela v clave ), midiendo los parametros fizicos y fisicoguimicos,

W

W

OBIETWO PARTICULAR 1

Aislamiento y purificacion de los principales hongos

Geotricum condidum) causantes de las perdidas

OBIETWO PARTICULAR 2

Evaluar el crecimientode los principales hongos
aislados in witro, con guitosan modificadoy a
diferentes concentraciones de aceites

OBIETWO PARTICULAR 3

Evaluar Ia calidad del limon mexicano
recubierto con quitosan, midiendo los
parametros fisicos y fisicoguimicos a

poscosecha del liman mexicano. esenciales. traves del tiempo de almacenamiento.
ACTIVIDADES ACTIVIDADES ACTIVIDADES

v

v

Preparacion de medios de cultivo

laboracion de medios de cultivo con quitosan

y

modificadoy aceites esenciales a 200 ppm.

Aislamiento de los hongos a partir defrutos y hojas. |

l

!

Recubrimientode fruto con quitosan

mndificadn

L

| Purificacion de cepas. |

| Crecimiento oinhibicion de los hongosin vitro.

l

| Medicion del creciniento radial del hongo.

Identificacion de hongo con
claves morfologicas.

Medicion de parametros fisicosy
fisicoguimicos del limon:

Color, perdida fisiologica de peso,
cantidad de jugo, acidez.

o
Resultadns

| Discusidn de resultados |
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Actividades preliminares
Seleccion de concentraciones de aceites esenciales para tratamiento.

Primeramente se realizaron tres tratamientos de quitosan, (el cual fue proporcionado por
parte del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Estudios Superiores de
Cuautitlan, campo 1) con diferentes concentraciones de aceites esenciales (100 ppm,
150 ppm y 200 ppm), se hizo el recubrimiento a 3 limones por tratamiento, se colocaron

en una pecera junto con una solucion de sal-agua para simular una humedad relativa de

85% y se fue registrando la pérdida de peso durante 15 dias, Figura 4.

S =

Figura. 4 Pruebas de recubrimiento con quitosan y
aceites esenciales

Obtencién de cepas

Posteriormente se hizo una evaluacion microbiologica en la Unidad de Investigacion de
Granos y Semillas, laboratorio de Patologia FESC-UNAM, donde se aislaron e
identificaron los principales hongos (Penicillium, Alternaria y Geotricum) causantes de las
pérdidas poscosecha en los limones y observar el efecto del quitosan mejorado junto con
los aceites esenciales sobre su crecimiento y desarrollo para la formulacion del

recubrimiento.

2.3 Aislamiento y purificacion de los hongos

El aislamiento de las cepas de hongos Penicillium, Alternaria y Geotricum se obtuvieron a
partir de tejido vegetal enfermo de hojas cloréticas (Figura. 5) y frutos de limén.

Primeramente se hicieron cortes en hojas de arbol de limén en donde se observaba algun
sintoma de enfermedad, se cortaron 9 pedazos pequefios y se colocaron en cajas Petri,

con un medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), colocando tres pedazos en cada caja
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en forma equidistante, haciendo un total de 3 repeticiones, Las cajas fueron colocadas en

una incubadora marca Precision Scientific 815, durante 8 dias a 25°C en obscuridad.

Figura. 5 Hojas cloréticas de
arbol de limon

Posteriormente también los hongos patégenos del limon fueron aislados e identificados a
partir de frutos enfermos (figura 6), uno de ellos se obtuvo en una tienda de autoservicio al
mayoreo; se colocd en un recipiente con tapa y se incubd durante 8 dias a 25°C, hasta su
uso posterior. A los 8 dias se tomé un fragmento del fruto donde se observaba el signo de
enfermedad y se sembré en cajas Petri con medio agar papa dextrosa, hasta obtener el

desarrollo de las colonias.

Figura. 6 Fruto enfermo

Otro aislamiento de las cepas patdégenas de limén fue a partir de un fruto comprado en
una recauderia; se coloco el fruto en una bolsa plastica con cierre hermético junto con una
servitoalla y 10 ml de agua destilada (Figura 7), esto con el fin de crear una humedad
elevada y asi propiciar el crecimiento del hongo, colocandolo dentro de una incubadora a
25°C durante 8 dias. Este hongo se aislé a través de un raspado superficial del fruto
contaminado y sembrando el indculo en cajas Petri con medio agar papa-dextrosa.
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Figura. 7 Limon enfermo incubado en
camara himeda

Por ultimo se realizé otro aislado a partir de un limén enfermo procedente de una taqueria
local del Estado de México, para la purificacion se realizé la misma metodologia que se

empled con la cepa anterior.

2.4 Preparacion de tratamiento con quitosan y quitosan con aceites esenciales
El quitosan se obtuvo a partir de las cascaras de camaron siguiendo la patente Mexicana

No. 293022 con el nombre “Proceso para la extraccion de Quitina a partir de
exoesqueletos de crustaceos y su conversion a Quitosan”, como se muestra en la Figura
8; posteriormente a este quitosan se le hicieron algunas mejoras que estan en estudios

para su patente.

Figura. 8 Quitosén en polvo

Posterior se prepard una solucion de quitosan al 1% (Figura 9) con &cido acético a la cual
se le ajusto el pH a 5 con una solucion de NaOH 1N. En la solucion resultante de quitosan
se preparo el medio papa-dextrosa (PDA), posteriormente se esterilizé en la autoclave a
15 Ib de presién, 121 °C por 15 minutos y se vacio en cajas Petri estériles de 87 mm de

diametro.
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Figura. 9 Solucidn de quitosan al
1%
La solucion se dividié en cuatro matraces de 500 ml donde a cada uno se le adicionaron
los aceites esenciales (tomillo, canela y clavo) y uno donde se le adicion6 la mezcla de
estos tres, para la homogenizacion del medio junto con los aceites empleados se utilizé

Tween 80 y se vacid en las cajas Petri estériles.

2.5 Identificacion de actividad antifungica de quitosan y aceites esenciales In

Vitro
Para determinar si los tratamientos de quitosan y aceites esenciales (canela, clavo y

tomillo) presentan un efecto fungicida se hizo una siembra de los hongos patégenos
previamente aislados.

Para la siembra de las especies identificadas se prepard una suspension de esporas, se
extrae con un asa esterilizada una pequefa cantidad de microorganismos de cada una de
las colonias colocandolas en un vial con una solucidon de agua agar al 0.2% con 0.05 de
tween 80, se homogenizé en un vortex marca Genie 2 y con la ayuda de una micropipeta
Science Marca MED se colocaron de 3-4ul en el centro de una placa de agar y se

incubaron a 25°C durante 8 dias tal y como se muestra en la Figura 10.

Figura. 10 Siembra de hongos en
las placas con tratamiento
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Para esta fase experimental se realizaron muestras control (cajas con medio de cultivo,
agar papa-dextrosa sin tratamiento) y las otras con quitosan mejorado al 1% y los aceites
esenciales (canela, clavo y tomillo) a 200 ppm cada prueba se realiz6 por triplicado dando
un total de 96 cajas.

Inhibicién del crecimiento micelial

El crecimiento micelial se midié diariamente evaluando el diametro que alcanzo el micelio
a través del tiempo con la ayuda de un vernier marca “TRUPER”. El ensayo se detuvo al
transcurrir ocho dias llevandose a cabo la evaluacion por triplicado para cada uno de los
tratamientos.

Los resultados se reportaron como indice de inhibicion del crecimiento micelial (IM)

Los tratamientos que presentaron inhibicién del 100 % se resembraron en medio PDA sin
la adicion de aceite esencial para evaluar el efecto fungistatico o fungicida de los aceites

esenciales empleados.

Formulacién del recubrimiento

La formulacién del recubrimiento a base de quitosan, se realizé en base a los resultados
obtenidos de las actividades preliminares.

Recepcidn y seleccion de materia prima

Los 30 limones de la especie Citrus aurantifolia (limén mexicano) se obtuvieron
directamente de un arbol limonero ubicado en Jardines de San Mateo en el municipio de
Naucalpan, se colocaron en recipientes plasticos para posteriormente ser trasladados al
laboratorio de Biotecnologia, Campo 1, FESC-UNAM.

Una vez teniendo los frutos en el lugar de la investigacion, se separaron y se clasificaron
de acuerdo a su peso y estado de madurez; pesando cada uno de los limones
considerando un rango de peso de + 10 gramos por fruto; y observando el color como
parametro de madurez fisiolégica, esto con la finalidad de formar dos grupos, el primero
sin recibir ningun tipo de tratamiento y el segundo con tratamiento como, se muestra en

la figura11.
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Figura. 11 Seleccion de limones en base a
peso y madurez fisioldgica

2.6 Recubrimiento del fruto

Posteriormente fueron recubiertos con el quitosan mejorado al 1%, mediante inmersion
durante 30 segundos en un vaso de precipitados para asi asegurarse que el tratamiento
cubriera perfectamente los limones (Figura 12), después de esto se colocaron en una
rejilla para quitar el excedente y dejarlos ahi durante un dia para su secado por

conveccion natural (Figura 13).
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Figura. 13 Secado por conveccion natural

Figura. 12 Inmersion de
limon en quitosan al 1%

2. 7 Evaluacion de pruebas fisicas y fisicoquimicas

Fisicas

Pérdida fisiol6gica de peso

Para la evaluacion de esta prueba después de haber pasado por el secado, se tomaron
dos trozos de manta de cielo para formar una especie de costal que contuviera de 3 a 4
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limones de cada grupo. Esto se peso6 diariamente en una balanza analitica marca OHAUS
modelo Scout Pro SP601 (Figura 15).

Figura. 15 Limones en manta de cielo

2.7.1 Contenido de jugo

Para esta prueba se realizd el método basado en el PC-024-2005 PLIEGO DE
CONDICIONES PARA EL USO DE LA MARCA OFICIAL “MEXICO CALIDAD SUPREMA”
EN LIMON MEXICANO.

Que consiste en el uso de un extractor de jugo de citricos manual o automatico, deben
pesarse los frutos cada uno antes de ser cortados, posteriormente, todos los frutos deben
ser cortados de tal manera que queden expuestas las vesiculas de jugo.

Cada mitad del fruto, debe ser colocada en el extractor manual para ser exprimidos.

Al exprimirlos, se debe de extraer todo el jugo, para ello debe presionarse con fuerza en el
receptaculo del exprimidor manual, hasta que se observe que las vesiculas de jugo
queden sin jugo.

Mientras el jugo es extraido, debe acumularse en un recipiente de peso conocido,
asegurandose que el jugo no contenga residuos del fruto, utilizando para ello, un tamiz

antes de realizar la medicion de su peso, Figura 16.

Figura. 16 Extraccién de jugo de limén 43



2.7.2 Determinacion de pH

Para esta prueba se realizé como lo indica la norma mexicana (NMX-F-317-S-1978,
1978), con un potenciémetro y esperando valores de entre 2 y 2.8 como lo indica la
literatura.

2.7.3 ACIDEZ

Acidez titulable (método AOAC) se determino por triplicado. Se realizé con la muestra del
jugo de limén. La determinacion se hizo por titulacion con una solucién valorada de
hidroxido de sodio 0.1 N, se adicionaron cuatro gotas de solucion de fenoftaleina, figura
17.

Posteriormente se titulé la muestra hasta que se mantuvo el vire al color rosa por un

minuto. La acidez titulable es expresada como g/L de acido citrico.

Figura. 17 Titulacion de
la muestra
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CAPITULO 3

RESULTADOS



3.1 Pruebas preliminares

Al realizar las pruebas preliminares registrando el peso durante 15 dias y observando
fisicamente el fruto se llegdé a la conclusion de que la concentracion de 200 ppm era la
indicada para la experimentacion definitiva.

Se observé que con las concentraciones de 100 y 150 ppm hubo una mayor pérdida de
peso y en el caso de 100 ppm la pérdida de peso fue a mayor velocidad y con el de 200
ppm fue menor la pérdida y alargé mas el tiempo de la pérdida (Figuras 18,19 y 20).

Para la parte microbiolégica también se observé que con la mayor concentracion se

retardd el crecimiento de los hongos.

PERDIDA DE PESO

18.00
16.00
14.00
12.00
% PESO 10.00

PERDIDO 8.00
6.00 =200 PPM

—4—150 PPM

4.00 === 100 PPM
2.00
0.00 T T T 1

Figura. 18 Pérdida fisiologica de peso con respecto al tiempo

Figura. 19 Limones dentro de una atmosfera
modificada

46



3.1.1 Aislamiento y purificacion de los hongos

Observando el desarrollo de colonias que abarcaban gran superficie de la caja como se
muestra en la Figura 21. Para la obtencion de cultivos axénicos se tomd una pequefia
muestra de cada colonia y se resembroé en una caja Petri con medio de cultivo agar papa-
zanahoria, ya que en este medio se da mejor el crecimiento de Alternaria como se

muestra en la Figura 22.

Figura. 21 Cultivo de Figura. 22 Cultivo axénico de Alternaria
Alternaria en medio PDA en medio agar papa-zanahoria

Para la identificacién de la especie Alternaria se consideré la macro morfologia y se
realizaron preparaciones semipermanentes observando las caracteristicas micro
morfolégicas en un microscopio de contraste de fases, para identificar a nivel de especie
el género Alternaria, se midieron 30 conidios, 15 en forma ovoide y 15 en forma elipsoidal
y empleando las claves especializadas de Simmons (2007) se observé que la especie

encontrada era Alternaria alternata como se ve en la figura 23.

Figura. 23 Conidios

Para el aislamiento y purificacion del segundo hongo, se tom6 una pequefia muestra del
fruto dafiado con una aguja de diseccién previamente flameada, se dej6 incubar y se

observé el crecimiento de algunas colonias. Posterior a eso, se colocé en cajas Petri con
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PDA para su purificacion, describiendo la macro y micromorfologia de la cepa, realizando
preparaciones semipermanentes, siendo observadas en el microscopio de contraste de
fases y utilizando las claves de Watanabe (2010) para su identificacion a nivel de especie
se encontré que el hongo en cuestién se trataba de la especie Geotricum candidum
(figura 24).

Figura. 25 Crecimiento de Geotricum
en medio PDA

Figura. 24 Cepa purificada de
Geotricum

Las cajas fueron depositadas en una incubadora durante 7 dias a 25 °C en completa
oscuridad. Las colonias se trasfirieron a nuevas cajas con medio extracto de malta agar
(MEA) hasta lograr su purificacion. Posteriormente, se realizé la caracterizacion de la
macro y micro morfologia de las cepas aisladas, siendo identificadas con las claves

propuestas por Frisvad y Samson (2004).

Como se puede observar en la Figura 26 el hongo primeramente crecié en el medio PDA
y a excepcion del Penicillium italicum, para la purificacién de este se utilizé un medio de
cultivo llamado Czapek, extracto de levadura agar (CYA) , ya que es mas rico en

nutrientes para que esta especie de hongo crezca (Figura 27). Se hizo una tincién con

azul algodoén para su observacion microscopica y observar su morfologia (Figura 28).
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Figura. 26 Colonia de Penicillium en 48
medio PDA
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Figura. 27 Purificacion de Figura. 28 Micromorfologia de Penicillium
Penicillium digitatum en medio CYA digitatum con tincion azul algodon

3.2 Cinética de crecimiento de hongos con tratamiento de quitosany
guitosan con aceites esenciales

Como se menciond en el capitulo anterior esta variable se realizé midiendo diariamente

el diametro que alcanzo el micelio a través del tiempo con la ayuda de un vernier.

En la figura 29, se muestra una tabla comparativa de las 4 diferentes especies de hongos
con los que se trabajaron; observandose que al transcurrir los 8 dias la especie de
Alternaria alternata cubre casi en su totalidad la caja Petri, a diferencia de los Penicillium
gue su crecimiento es un poco mas lento. En la figura 30, lo que se muestra es la cinética
de crecimiento de cada uno de los hongos; es decir la velocidad con la que los hongos
van creciendo durante el tiempo (ocho dias); como ya se habia observado en la figura

anterior la especie con una mayor velocidad de crecimiento es la Alternaria alternata.
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CINETICA DE CRECIMIENTO

100

=@=—P. digitatum

80
L. 60 / == P. italicum
Diametro /
micelial (mm) 40

20 -

G. candidum

== A, glternata

0 T T T T 1
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Figura. 30 Cinética de crecimiento de los hongos A. alternata, G. candidum y P.
italicum y digitatum

Alternaria alternata
En la figura 31, se observa que en la placa control al transcurrir los ocho dias, esta

especie cubre casi en su totalidad dicha placa, al contrario como se observa en los 5

diferentes tratamientos que inhibieron en su totalidad el crecimiento del hongo.
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Alternaria alternata
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Figura. 32 Cinética de crecimiento de Alternaria alternata

Para el caso de los hongos Geotricum y Penicillium (digitatum e italicum) se observé el
mismo efecto, en el que los tratamientos empleados inhibieron en su totalidad el

crecimiento de estos (Figura 33,34y 35).

QUITOSAN
MEJORADO AL
1%

QUITOSAN +
ACEITE
ESENCIAL DE
CANELA

QUITOSAN +
ACEITE
ESENCIAL DE
CLAVO

QUITOSAN +
ESENCIAL DE
TOMLLO

QUITOSAN +
MEZCLA DE
ACEITES
ESENCIALES

Figura. 33 Tabla de los diferente tratamientos empleados para Geotricum
candidum.
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QUITOSAN

QUITOSAN +

ACEITE
ESENCIAL DE

QUITOSAN +
ACEITE
ESENCIAL DE
CLAVO

QUITOSAN +
ACEITE
ESENCIAL DE
TOMILLO

QUITOSAN +
MEZCLA DE
ACEITES
ESENCIALES

Figura. 34 Tabla de los diferentes tratamientos empleados para Penicillium
digitatum.

——————-“
TRATAMIENTO

CONTROL

QUITOSAN
MEJORADO AL
1%

QUITOSAN +
ACEITE
ESENCIAL DE
CANELA

QUITOSAN +
ACEITE
ESENCIAL DE
CLAVO

QUITOSAN +
ESENCIAL DE
TOMLLO
QUITOSAN +
MEZCLA DE
ACEITES
ESENCIALES

Figura. 35 Tabla de los diferentes tratamientos empleados para Penicillium
italicum.

3.2.1 Identificacion de la actividad fungicida y/o fungistatica de los
tratamientos

Al obtener los resultados del indice de inhibicion micelial (IM), estos arrojaron que los
tratamientos empleados presentaron una inhibicion del 100%; por lo cual se prosiguié a

determinar el efecto fungicida o fungistatico que consistidé en obtener un explante discoidal
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de cada uno de los tratamientos probados en donde no hubo desarrollo fungico.
Posteriormente se transfirid a una caja Petri con medio de cultivo PDA y se incubo a una
temperatura de 25°C durante 7 dias; si se observaba desarrollo de la colonia el efecto del
tratamiento seria fungistatico y en el caso de que no presentara crecimiento este tendria

un efecto fungicida (Figura 36).

Figura. 36 Explante discoidal
en medio PDA

Al realizar esta prueba se observd que el quitosan modificado al 1% pudo inhibir
totalmente el crecimiento del hongo, de la misma forma que el Quitosan al 1% con todas
las concentraciones de aceites esenciales y para los cuatro tipos de hongos; esto quiere
decir que este tratamiento tuvo un efecto fungicida, por lo que se decidié utilizar como
recubrimiento final solamente el quitosan modificado al 1% para la experimentacion in

Vivo.

3.3 Evaluacion del quitosan mejorado al 1% en vivo
3.3.1 Evaluacion de pruebas fisicas y quimicas
3.3.1.1 Pérdida fisioldgica de peso

Como se menciono en la metodologia se realiz6 la prueba de pérdida fisioldgica de peso.
El andlisis estadistico ANOVA nos mostré que no habia una diferencia significativa en la
pérdida de peso de ambos tratamientos (con quitosan mejorado, sin quitosan)( Figura 37).
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Figura. 37 Pérdida fisioldgica de peso durante quince dias.

Al pasar los dias se observé que el fruto se iba endureciendo e incluso disminuyd

ligeramente su tamano, como se observa en las siguientes figuras 38 y 39.

Figura. 38 Limon con Figura. 39 Limon sin
tratamiento a los quince dias. tratamiento a los quince dias.

También se puede observar que el fruto con el tratamiento de quitosan modificado
(Figura 38) tiene un color mas obscuro que el que no tiene ningun tratamiento, esto se
debe a que las peliculas en el area de alimentos funcionan como barreras selectivas para
la transferencia de gases, humedad y nutrientes; son utilizadas porque ayudan a disminuir
el deterioro de productos alimenticios causado por factores ambientales (Jiménez
Munguia, 2012).

Para la pérdida fisiolégica se obtuvo que una hubo una diferencia significativa
estadisticamente hablando, ya que visualmente como se observa en las figuras 38 y 39
los frutos con el recubrimiento de quitosan mejorado 1% se muestran con un color un
poco mas obscuro esto es debido a que el tratamiento retardo un poco mas su

maduracién que los que no tienen tratamiento.
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3.3.1.2 Contenido de jugo

Los limones deben presentar un grado de madurez fisiolégica o punto sazén minimo, el
cual se determina por el contenido de jugo. Para esta prueba se observd que fisicamente
los frutos con el quitosan modificado tenian un color obscuro y cabe mencionar que
mientras mas obscuro sea el color, menor cantidad de jugo se obtendra (“ MEXICO
CALIDAD SUPREMA ’ EN LIMON MEXICANO,” 2005). Al partirlos y exprimirlos, se
extrajo una cantidad considerable de jugo y su apariencia interna era bastante aceptable
(figura 41); esto se debe a que el quitosan al formar una capa semipermeable dejaba

respirar al fruto y permiti6 mantener al fruto en buen estado internamente.

Como lo menciona la norma de la Calidad Suprema el contenido de jugo no debe ser
menor de 30 % en base a su peso, los limones con el tratamiento de quitosan modificado

cumplieron con esta parte.

Figura. 41 Limon partido a la tercera semana

Figura. 40 Limon con quitosan con tratamiento de quitosdn modificado

modificadn 104 a Ia tarcara camana
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Figura. 42 Contenido de jugo de limén con quitosan mejorado y sin quitosan



3.3.1.3 Determinacion de pH

Como se menciona en la metodologia se realiz6 por la norma mexicana y los valores se
encuentran dentro de lo indicado, ver tabla 1.

Dia Limdn con quitosan al Limén sin
1% recubrimiento
2.8 2.3

2.7 2.2
2.8 2.2

Tabla 1 pH de jugo de limdn con quitosan mejorado y sin quitosan

3.3.1.4 Acidez

Se sustituyeron los datos obtenidos en la ecuacidon que se encuentra en el apartado de

anexos, para asi obtener la cantidad de &cido citrico contenido en el jugo de limon

recubierto con quitosan al 1% y en el fruto sin recubrimiento.

3.762 3.907

3.65 4.0245
3.538 4.142
3.2535 4.465

2.969 4.788

Tabla 2 Acido citrico contenido en el jugo de limon recubierto con quitosan 1% y limén sin
recubrimiento
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Figura. 43 Cantidad de 4cido citrico contenido en el jugo de limén durante veinte dias

La teoria menciona que en el zumo de limoén se encuentran entre 5-8 g/ml de acido citrico,

lo que se observa que la acidez del jugo de limén si se vio afectada por el recubrimiento

de quitosan mejorado.

La concentracion del acido depende de su maduracion, época del afio en el que fue

cosechado el fruto y la temperatura.
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CONCLUSIONES



Se aislaron de los limones enfermos los siguientes hongos: Alternaria alternata,

Geotricum candidum, Penicillium digitatum y Penicillium italicum

La concentracion de quitosan adecuada para inhibir su crecimiento fue de 200ppm

En la experimentacion in vitro, se observé que el quitosan mejorado 1% , asi como
los tratamiento de quitosan 1% junto con cada uno de los aceites esenciales
tomillo, canela, clavo y en mezcla, inhibidé por completo el crecimiento de los
hongos Alternaria alternata, Geotricum candidum, Penicillium digitatum vy

Penicillium italicum.

Que el quitosan mejorado al 1% tuvo un efecto fungicida

Para la experimentacion in vivo debido a los resultados obtenidos previamente en

la experimentacion in vitro se decidié utilizar como recubrimiento final quitosan

mejorado 1% por su efecto fungicida.

Para el contenido de jugo se observa que se extrajo mas jugo en los limones con

tratamiento y que estos se encuentran dentro de los valores permitidos del 30%.

Para el caso de la acidez se observa que esta debajo de los limites permitidos, en
este parametro se puede decir que el quitosan mejorado si jugé un papel

importante como recubrimiento.
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ANEXOS

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

El medio de cultivo que se utilizd para el crecimiento de las cepas de hongos
fitopatogenos del limoén fue agar papa-dextrosa (PDA) marca BIOXON. La preparacién de
este medio se llevé a cabo pesando 39g de agar para 1000 ml de agua destilada; y se
homogenizé con agitacion suave. Posteriormente se esterilizd en autoclave a 15lb de
presion, durante 15 minutos y a 121°C; se dejo enfriar y se vacié en cajas Petri estériles
en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar .

El medio que se empled para el crecimiento de la cepa del hongo Alternaria alternata fue
agar papa-zanahoria. La preparacion de este medio se llevd a cabo pesando 20 g de
papa blanca, 20 g de zanahoria y 20 g de agar; la papa y la zanahoria se colocaron en 1
litro de agua para obtener una infusion; a la cual se adicion6 el agar, y se esterilizd en
autoclave 15 Ib de presidén por 15 minutos, se dejé enfriar un poco y se vacié en cajas
Petri estériles en una campana de flujo laminar.

Para la identificacion de Penicillium italicum se utilizé el medio Extracto de malta agar
(EMA); el cual se preparé con 20 g de extracto de malta, 1 g de peptona, 20 g de
dextrosa, 15 g de agar y todo esto se disolvid en 1 litro de agua destilada para
posteriormente esterilizarse a 15lb de presién durante 15 minutos, se dejé enfriar y se
vacié en cajas Petri estériles.

Y por ultimo para la identificacion de Penicillium digitatum se utilizé el medio de cultivo
Czapek extracto de levadura agar (CYA), el cual se prepard con 1g de K;HPO, , 10g de
Czapek concentrado, 5g de extracto de levadura, 30g de sucrosa, 15g de agar y todo esto
en 1 litro de agua destilada, todo se homogeniza dentro del matraz y se esteriliza a 15lb

de presion por 15 minutos, y se vierte en las cajas Petri estériles.

ECUACIONES

Ecuacion para medir crecimiento micelial (IM)
Donde C. representa el crecimiento en el control y Cr el crecimiento en el tratamiento.

Cc—Cr

IM=< >X100

c

Ecuacion para el célculo de contenido de jugo.
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P2*100

% Contenido de jugo = > Ecuacién. 2
1
DONDE:
P,= Jugo extraido (g)
P1= Peso total del fruto (g)
o de Acido citrico:
GB)(N)(P E ion.
ACIDEZ — (GB)(N)(Peq) cuacion. 3
A
DONDE:
GB= Gasto de bureta
NaOH (ml)
N= Normalidad NaOH (0.1
N)
Peg= Peso equivalente de
acido citrico

A= Muestra de jugo (ml)
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