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RESUMEN

RESUMEN

La importancia de las frutas en la dieta humana es innegable debido a sus beneficios nutrimentales para
la salud, y su consumo ha aumentado en los dltimos afios debido a su asociacion con la prevencion de
enfermedades crdnicas y la mejora de la calidad de vida. Sin embargo, la conservacion de frutas frescas
es un desafio debido a su susceptibilidad a patdégenos y a la pérdida de calidad durante el
almacenamiento. En respuesta, la ciencia de los alimentos ha explorado los recubrimientos
comestibles, como el quitosano, en combinacién con la nanotecnologia aplicada a la conservacion de
alimentos, que tiene grandes expectativas enfocadas en la encapsulacion de compuestos activos, como
el extracto de la c&scara de granada, debido a su riqueza en compuestos bioactivos, como polifenoles,
flavonoides y &cido eldgico. Estos compuestos han demostrado tener propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y antifangicas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacion
de recubrimientos a base de quitosano, con y sin nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de
granada, en la inhibicién del hongo patdégeno Colletotrichum gloeosporioides y en la vida til de los
mangos. El mango fue seleccionado en funcion de su madurez y se les aplicaron recubrimientos
comestibles, incluyendo quitosano con glicerol y quitosano con nanoparticulas portadoras de extracto
de céscara de granada. Se monitorearon parametros clave como la pérdida fisiolégica de peso, solidos
solubles, pH, acidez titulable y parametros de perfil de color. Los resultados demostraron que los
recubrimientos extendieron la vida atil del mango al reducir la respiracion y, en el caso del
recubrimiento con nanoparticulas, se inhibio al 100 % la antracnosis. Sin embargo, este recubrimiento
produjo un efecto contraproducente sobre la respiracion del fruto, provocando el desarrollo de algunas
caracteristicas indeseables en el mango. En conclusion, el recubrimiento de quitosano en combinacion
con glicerol fue el tratamiento mas efectivo para mantener las propiedades del mango y prolongar su
vida util.

Palabras clave: Colletotrichum; conservacion; mango; nanotecnologia, quitosano; recubrimientos.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El consumo de frutas ha experimentado un notable aumento en los ultimos afios,
impulsado por un cambio en los habitos alimenticios hacia productos naturales con alta calidad y
apariencia fresca, y por el reconocimiento de su valor nutricional y sus beneficios para la salud.
Las frutas, como el mango (Mangifera indica L. variedad Manila), son una fuente rica de nutrientes
esenciales, antioxidantes y fibras que promueven la salud y el bienestar humano. Sin embargo, el
desperdicio de alimentos, particularmente en el caso de frutas y hortalizas, sigue siendo un desafio
global. En México, uno de los principales productores de mango a nivel mundial, una parte
significativa de la cosecha se pierde debido a la rapida degradacion poscosecha, en gran parte

atribuida a la antracnosis (Santos et al.,2011).

La antracnosis, causada por el hongo patégeno Colletotrichum gloeosporioides, es una
de las principales enfermedades que afecta al mango. Esta enfermedad se manifiesta como lesiones
necroticas en la piel de la fruta, lo que no solo reduce su calidad y valor comercial, sino que también
contribuye al desperdicio de alimentos. La lucha contra la antracnosis es un desafio constante para

los productores de mango y la industria procesadora de frutas (Rondén et al.,2006).

En este contexto, la busqueda de soluciones innovadoras para prolongar la vida Gtil de
los mangos y reducir las pérdidas poscosecha se vuelve imperativa. Una estrategia prometedora es
la aplicacion de recubrimientos comestibles, que pueden actuar como barreras fisicas para proteger

la fruta de factores externos, como la humedad y los patégenos.

El quitosano, un polisacarido natural derivado de la quitina, ha demostrado ser efectivo
en la creacién de recubrimientos que pueden mejorar la calidad y la vida util de las frutas (Bautista

et al.,2017).




INTRODUCCION

En este estudio, se aborda el desafio de la antracnosis en mangos mediante la aplicacion
de recubrimientos de quitosano. Ademas, se explora una dimension innovadora al incorporar
nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de granada en estos recubrimientos. La granada
es conocida por su riqueza en compuestos bioactivos, como polifenoles y acido elagico, que poseen

propiedades antimicrobianas, antifungicas y antioxidantes (Rebolledo et al, 2008).

La nanotecnologia ofrece la oportunidad de liberar de manera controlada estos
compuestos en la superficie del mango (Ojeda et al.,2019), lo que podria mejorar ain mas su

capacidad para inhibir el crecimiento del hongo patdgeno y prolongar la vida util del mango.

El objetivo general de este proyecto de tesis es evaluar el efecto de la aplicacion de
recubrimientos a base de quitosano, con y sin nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de
granada, en la inhibicion del hongo patdgeno Colletotrichum gloeosporioides y en la vida til de
los mangos. Para lograrlo, se llevaron a cabo andlisis de cambios fisicos, fisicoquimicos y

microbioldgicos en los mangos tratados.

Este estudio no solo contribuye al conocimiento cientifico en el campo de la
conservacion de frutas, sino que también podria tener un impacto significativo en la industria
agricola y en la reduccion del desperdicio de alimentos, asegurando una mayor disponibilidad de

mangos de alta calidad para los consumidores.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. Frutos

Las frutas son los cultivos horticolas mas deliciosos y atractivos debido a su riqueza en
vitaminas, antioxidantes y otros nutracéuticos esenciales para una dieta saludable. Estas cualidades
han llevado al reconocimiento de su importancia en la dieta habitual de los consumidores, lo que
a su vez ha generado demandas adicionales para la industria hortofruticola. Se le pide que aseguren
la disponibilidad de estos productos durante todo el afio en el mercado mundial (FAO, 2020) y que
minimicen el uso de productos quimicos sintéticos en su produccion y manejo postcosecha (Fox

& Cameron,2006).

Aunque generalmente se cosechan las frutas cuando han alcanzado su 6ptimo aspecto
visual o comestible, como sistemas bioldgicos, estas comienzan a perder sus cualidades
organolépticas una vez cosechadas, volviéndose inaceptables para el consumidor (Willis, 2002).
Es por esto que, en ocasiones, se cosechan antes de alcanzar la madurez adecuada y adquieren sus
cualidades sensoriales durante su transporte y almacenamiento, volviéndose méas agradables al

alcanzar una madurez comestible optima (Bosques & Colina, 2014).

Es importante destacar que los avances en agrotecnicas, la cosecha oportuna y el manejo
adecuado después de la cosecha han contribuido a mejorar la cuota de mercado de los cultivos
frutales. Sin embargo, prolongar la vida atil de estos productos enfrenta dos problemas
fundamentales. El primero radica en que el tejido vegetal, tanto entero como cortado, permanece
metabolicamente activo, lo que desencadena procesos de deterioro como la deshidratacion,

oxidacion, aumento en la tasa de respiracion y actividad enzimatica. Estos procesos se intensifican
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durante el procesamiento y conducen a la pérdida de calidad (Rosen & Kader,1989; Watada et

al.,1996). El segundo problema surge cuando se elimina la proteccion natural del producto,

disminuyendo asi su vida util debido al mayor riesgo de desarrollo microbiano, deshidratacion

superficial, cambios de textura, desarrollo de malos olores y sabores, asi como la decoloracién u

oscurecimiento de la superficie (Kays,1999).

A lo largo de su ciclo de vida, el fruto pasa por una serie de etapas fisioldgicas

fundamentales: crecimiento, maduracion y senescencia. Estas etapas estan relacionadas con las

demandas del mercado, pero la mas significativa y compleja es el proceso de maduracion. Esto se

debe a que implica una profunda restructuraciéon metabdlica y quimica dentro del fruto. En el caso

de los frutos climatéricos, este proceso esta principalmente controlado por el etileno y su actividad

respiratoria (Figura 1) (Brezmes, 2001).

Ritmo de respiracién

CLIMATERICO sj.: tomale

GClimmatérico respiratofio

La fra
produce
etileno

tigero color

rosado

Maduro verde Madurez de
| consumo
1L | | »
v — g 7 T Tiempo
dlas dlas
I
CRECIMIENTO ¥ MADUREZ MADUREZ ENVEJE-
DESARROLLO Flgilgho- COMERCiAL GIMIENTO MUERTE
i L

Figura 1. Patrén de respiracion de frutas climatéricas durante la maduracion. Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], (1987).




CAPITULO | ANTECEDENTES

La maduracién puede dividirse en dos fases: la fase de maduracion fisiologica y la de
maduracion organoléptica (Figura 2). La primera suele comenzar antes de que finalice el
crecimiento celular y concluye, mas o menos, cuando el fruto alcanza su tamafio maximo y las
semillas estan listas para producir nuevas plantas. El crecimiento y la maduracion fisiologica se

completan adecuadamente Unicamente en el arbol (Martinez et al.,2017).

Por otro lado, la maduracién organoléptica o de consumo se refiere al proceso mediante
el cual las frutas adquieren las caracteristicas sensoriales que las definen como comestibles. Se
trata, por lo tanto, de un proceso que transforma un tejido fisiol6gicamente maduro pero no
comestible en otro que es visual, olfativo y gustativamente atractivo (Leopold & Kriedemann,
1975). La maduracién organoléptica puede completarse tanto en el arbol como después de la

recoleccion de la fruta e implica los siguientes cambios en el fruto:

1. La modificacién del color mediante alteraciones en el contenido de clorofilas,

carotenoides y la acumulacion de flavonoides.

2. La modificacién de la textura a través de cambios en la turgencia celular y la

estructura de la pared celular, asi como por cambios metabolicos.

3. Lamodificacién de azucares, acidos organicos y compuestos volatiles que afecta la

calidad nutricional, el sabor y el aroma del fruto.

4. Aumento de la susceptibilidad al ataque de patdgenos oportunistas que estan
relacionados con la pérdida de integridad de la pared celular (Giovannoni,2004;

Seymour et al.,2013; Dos Santos et al.,2015).

En general, esta etapa es un proceso que comienza durante los Gltimos dias de

maduracion fisioldgica y que conduce de manera irreversiblemente a la senescencia de la fruta.

s 1L
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Madurez
fisiologica

il % Madurez de
‘b consumo

Calidad organoléptica >

=
-

—
=1
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(No comestible) comercial

Figura 2. Fases de la maduracion y su relacion con la calidad organoléptica. Ldpez, (2003).

1.1.1. Mango (Mangifera indica L.)

1.1.1.1. Origen.
El mango (Mangifera indica L.) tuvo su origen en el Noroeste de la India (Assam), la
region Indo-Birmanica y las montafias de Chittagong en Bangladesh, donde crecia de forma

silvestre. Desde alli se disperso hacia otras partes del mundo, incluyendo América.

En México, la primera introduccion de esta especie se realizo a finales del siglo XVIII.
El mango Manila fue traido por los espafioles desde China al puerto de Acapulco, donde se cultivd
y finalmente se disperso y desarrollé en la Costa del Golfo de México, especialmente en el estado
de Veracruz. La segunda introduccion se llevd a cabo a principios del siglo XIX, cuando se
importaron mangos desde las Antillas a la Costa del Golfo de México. Estos mangos eran
principalmente de variedades monoembrionicas que se diseminaron por la region tropical del pais
y dieron origen a lo que ahora Ilamamos mangos criollos. La tercera introduccion tuvo lugar en la
década de 1950, cuando se propagaron injertos de mango y se diseminaron por los estados del

Pacifico, Centro y Norte de México, y més tarde en la region tropical del pais. A partir de estos

I
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nuevos cultivos surgieron variedades como Haden, Kent, Keitt y Sensation, que popularmente se
les conoce como “mangos petacones”. Este fue el inicio de la producciéon moderna de mango en

México (Villanueva, 2016).

1.1.1.2. Taxonomia.

De acuerdo a la clasificacion taxonémica el mango se ubica de la siguiente manera:

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Mangifera

Clase Dicotileddneas
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Suborden Anacardiineae
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie Indica
Nombre comun Mango
Gamboa & Mora (2010) Figura 3. Arbol de mango

El mango (Mangifera indica L.) (Figura 3) es un miembro de la familia de las Anacardiaceae,
también conocida como la familia del marafién. Esta familia comprende arboles y arbustos que
producen flores vistosas dispuestas en grandes racimos, y sus frutos son generalmente drupas o

samaroides, a menudo atractivos, vistosos y comestibles.

1.1.1.3. Descripcion Botéanica.
El mango, pertenece al género Mangifera (Figura 4), que comprende 49 especies. Se
trata de un arbol que suele medir entre 10 y 30 metros de altura. Su tronco es recto y posee una
corteza de color gris-café. Las ramas son gruesas, robustas y redondeadas, presentando una

superficie lisa y de color opaco.
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Las hojas son simples, con formas y tamarios variables, pueden ser oblongo-lanceadas,
acuminadas o rectas, y muestran un color verde amarillento en el envés. En su estado inmaduro,
estas hojas adquieren un tono violeta rojizo o bronceado, que posteriormente se transforma en

verde claro y, finalmente, en verde oscuro a medida que maduran (Coello et al.,1997).

Las flores se distribuyen en una panicula ramificada con apariencia piramidal, la cual
posee un tallo de tonalidad morada o rosada. Estas flores, que pueden variar entre tonos amarillos
y rojizos, se encuentran en las terminales de las ramas, formando paniculas densas que pueden

albergar hasta 2000 flores diminutas (Coello et al.,1997).

o & X ; _’?“ 'i&
3 eSS R RS ]
S T -

Figura 4. Botdnica de la planta de Mangifera indica. a) Forma de la copa: semiglobosa, b) Disposicion de
las flores: panicula, c) Composicion de las hojas: simple, Tipo de fruto: drupa.

El fruto del mango es una drupa carnosa (Figura 5). Es decir, se trata de un fruto con una
sola semilla (endocarpo) que esta rodeada por un mesocarpio carnoso y fibroso. En cuanto a su

forma, puede ser oblondo, eliptico, ovoide, reniforme u obtuso en ambos extremos (Garcia, 2017).

El color del pericarpio puede ser verde, verde amarillento o amarillo, y algunas
variedades presentan matices de rojo, morado o anaranjado. La céscara es lisa y uniforme,
interrumpida ocasionalmente por pequefias glandulas circulares Ilamadas lenticelas. La pulpa o

mesocarpio es de color amarillo o anaranjado, es jugosa y su contenido de fibra varia.
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El endocarpo es grueso, duro y lefioso, y esta cubierto por una capa fibrosa en su parte

externa. La semilla es aplanada y esta recubierta por el tesla y el tegumento, y esta compuesta en

su mayoria por los cotiledones (Garcia, 2017) .

Hombro \l/ Hombro

ventral / dorsal
\ Epicarpo
\ (cascara)
Mesocarpo
(pulpa)
f -

" Radicula

Cotiledon
_Endocarpo

fibroso
Tegumento

Figura 5. Partes del mango. Herndndez (2015).

1.1.1.4. Composicion Quimica.

El mango es una fruta tropical versatil y nutritiva. Segun el Servicio de Informacion

Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), el mango mexicano es rico en carbohidratos naturales,

incluyendo un alto contenido de fibra. Ademaés, es una excelente fuente de vitaminas, como la A,

E, C y é&cido fdlico, asi como minerales como el hierro, calcio, cobre, fosforo, potasio y zinc.

(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural , 2021). Su consumo beneficia al sistema

inmunologico y nervioso, ademas de ayudar en la prevencion de enfermedades cardiovasculares.

La composicion quimica del mango varia segln la variedad y el grado de madurez, no

obstante, la tabla 2 presenta una composicion quimica general de esta fruta.
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Tabla 2. Composicion quimica del mango

Componente 9/100g
Agua 81.8
Proteina 0.5
Grasa 0.2
Hidratos de carbono 16.2
Fibra 0.8
Minerales 0.5

Potasio (mg) 174.3
Fosforo (mg) 12.3
Calcio (mg) 12.2
Hierro (mg) 0.59
Sodio (mg) 5.0
Magnesio (mg) 20.2

Vitaminas

Provit. A (mcg) 478.0
Vitamina C (mg) 81.6
Vitamina E (mg) 1.0

Correa (2012)
1.1.15. Variedades.

La produccion total de mango esta compuesta por al menos 6 variedades cuyo cultivo
esta sistematizado: Haden, Tommy/Atkins, Keitt, Kent, Ataulfo y Manila, ademéas de diversas
variedades criollas. Esta diversidad de variedades permite contar con mangos casi durante todo el
afio, aunque la mayor produccion se presenta entre los meses de abril a agosto (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural , 2021).
A continuacion, se presenta una breve descripcion de cada una de estas variedades:

» Haden (Figura 6): EIl fruto es de forma ovalada y base redonda, con un peso que

varia de 270 a 430 gramos; madura en color amarillo y rojo carmin en la base

[ 10 1L
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expuesta al sol, su contenido de fibra es regular y de sabor dulce, la semilla representa

del 9 al 10 % del peso de la fruta; se cosecha a fines de mayo y junio (MKT, 2019).

Figura 6. Mango variedad “Haden”

» Tommy Atkins (Figura 7): Este mango madura en color amarillo naranja con chapeo
rojo a rojo intenso en la base. Tiene una piel gruesa, pulpa firme, jugosa con poca
fibray de color amarillo. La semilla representa del 12.5 al 13.5 % del peso de la fruta,
y se cosecha en junio (MKT, 2019). Este tipo de mango es resistente al manejo de la
fruta en la plantacion y en la poscosecha, y es algo tolerante a la antracnosis, pero

susceptible a la pudricion interna de la fruta (Gamboa & Mora, 2010).

Figura 7. Mango variedad “Tommy Atkins”
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» Keitt (Figura 8): Estos mangos son de gran tamafio y tienen una forma ovalada. Su
cascara es de color amarillo verdoso, con algunas zonas enrojecidas cuando estan
expuestas al sol (Gamboa & Mora, 2010). La pulpa de este mango es firme y no
contiene fibra, pero es altamente nutritiva, siendo rica en B-caroteno y vitamina A
(MKT, 2019). Es importante destacar que esta variedad ha experimentado un

aumento en la demanda en el mercado europeo en los Gltimos afios.

Figura 8. Mango variedad “Keitt”

» Kent (Figura 9): Este mango es muy apreciado por su sabor dulce y su pulpa jugosa
y tierna, que tiene una cantidad limitada de fibra. A medida que madura, adquiere
una forma ovalada y un color rojo intenso con tonos amarillos, llegando a pesar hasta

470 gramos (MKT, 2019).

Figura 9. Mango variedad “Kent”
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» Ataulfo (Figura 10): Este mango se caracteriza por su piel delgada y una semilla muy
pequefia, lo que resulta en una alta proporcion de pulpa con respecto a la semilla. La
pulpa es firme, jugosa y practicamente libre de fibra, con un sabor ligeramente acido.
Tiene una forma pequefia, ovalada y plana, y su color se torna amarillo canario a

medida que madura, con un peso que varia de 250 a 750 gramos (MKT, 2019).

El mango Ataulfo es la variedad lider en México, con una cosecha de 646,800
toneladas en 2021, lo que representa el 30 % del total nacional. Esta variedad es 100
% mexicana, y el “Mango Ataulfo del Soconusco, Chiapas” tiene la distincion de
denominacién de origen, siendo una de las 17 otorgadas en México. (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural, 2023)

Figura 10. Mango variedad “Ataulfo”

» Manila (Figura 11): Los mangos de la variedad Manila se caracterizan por su color
amarillo en estado de madurez. Tienen una cascara delgada y una pulpa firme y dulce,
con un contenido de fibra que varia de medio a bajo. La semilla representa
aproximadamente el 12 % del peso del fruto. Sin embargo, es importante destacar

que esta variedad tiene una vida Util muy corta, y su manejo requiere una atencion
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cuidadosa en términos de calidad. Dentro de la variedad Manila, existen dos

subdivisiones notables: Manila Rosa y Manila Oro (MKT, 2019).

Figura 11. Mango variedad “Manila”

» Criollo (Figura 12): Cuando la fruta de la variedad criolla alcanza la madurez,
presenta un color amarillo con un toque rojizo en la base. La pulpa es dulce y de color
amarillo, y aunque la semilla es grande, el contenido de fibra se encuentra en el rango

de medio a bajo (Larios et al.,2019).

Figura 12. Mango criollo
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% Temporadas de Mango en México.

La temporada de mango en México comienza en el mes de febrero y se extiende hasta
agosto (Figura 13), un periodo en el cual las condiciones climéticas y del suelo son 6ptimas para
el cultivo de mango en Mexico. Principalmente en los estados de Guerrero, Sinaloa, Nayarit,

Chiapas, Oaxaca, Michoacan, Veracruz, Colima, Jalisco y Campeche (MKT, 2019).
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Figura 13. Calendario de temporalidad de mango en sus diferentes variedades. Adaptada a partir de
MKT (2019).

Durante los meses de mayo, junio y julio, se lleva a cabo la cosecha del mango en
practicamente todos los estados productores, lo que da lugar a una fuerte competencia, bajos

precios y una reducida rentabilidad.

La acumulacion de producto en estos meses requiere estrategias y alternativas en todos
los niveles de la cadena de produccion de mango para gestionar adecuadamente el fruto y asi
aprovechar el esfuerzo de los productores. La falta de estrategias y soluciones adaptadas a esta
situacion suele resultar en la acumulacion de frutos en los huertos. Este problema no solo causa

pérdidas econdémicas a los agricultores, sino que también conlleva problemas fitosanitarios.
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Cuando los frutos no se cosechan, permanecen en los arboles, lo que favorece el desarrollo de
diversas plagas y enfermedades que pueden generar graves y complejas dificultades tanto para el

huerto como para toda la cadena de valor (Secretaria de Agriculturay Desarrollo Rural , 2021).

1.1.1.6. Produccion y Exportacion.

La industria del mango es un negocio que genera alrededor de 500 millones de dolares
al afio y en el cual México se posiciona como el sexto productor mas grande del mundo, con una
produccion anual de aproximadamente 2.18 millones de toneladas. Esto significa que México
contribuye significativamente al suministro global de mango, representando el 3.9 % de la
produccion mundial. Ademas, México se destaca como el principal exportador de mango a nivel
mundial, con un hito de exportaciones registrado en 2022, alcanzando un total de 468,350

toneladas (Figura 14).
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Figura 14. Distribucion de la exportacion mundial de mango en el afio 2022. Elaboracion propia con
datos recopilados de la FAO (2023).
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A nivel mundial, los principales productores de mango son India, China, Tailandia,
Indonesia y Pakistan. Sin embargo, México ha experimentado un crecimiento sostenido en la
produccién de mango (Figura 15), gracias a su ventaja climética y a la amplia variedad de mangos
que cultiva. Esta diversidad ha encontrado una creciente demanda y aceptacion en los mercados

internacionales, especialmente en paises como Estados Unidos, Canada y Japon.
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Figura 15. Produccion nacional de mango de 2013 a 2020. Elaboracidon propia con datos recopilados del
SIAP (2023).

El mango mexicano no solo ha ganado terreno en estos tres mercados principales, sino
que también se exporta a otros 15 paises, incluyendo Paises Bajos, Suiza, Reino Unido, Alemania,
Espafa, Francia, Bélgica, Italia, Nueva Zelanda, Guatemala, Noruega, Australia, Suecia, Rusia y

Emiratos arabes Unidos (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

El mango es una fruta que prospera en climas calidos, y en México, se cultiva en 23

estados del pais. Sin embargo, los principales estados productores son Sinaloa, Guerrero, Nayarit
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y Chiapas, que juntos representan aproximadamente dos terceras partes del volumen cosechado a
nivel nacional. Guerrero lidera la produccion con un 19.6 %, seguido de Sinaloa con un 16.7 %,
Nayarit con un 15.1 %, Chiapas con un 13.4 % y Oaxaca con un 10.3 %. El resto de los estados de
la Republica Mexicana contribuyen con un 24.7 % a la produccién total (Figura 16) (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural , 2021).

24.7, 25% 19.6, 20%

Guerrero.

Sinaloa

103, 10% a Nayar
Chiapas

$3:0: 130 I 151 m Oaxaca

H Resto de las entidades

Figura 16. Principales entidades productoras de mango, 2020. Elaboracion propia con datos obtenidos
de PROFECO (2021).

1.1.1.7. Cambios Fisiologicos Asociados al Proceso de Maduracion.

El mango maduro se caracteriza por su sabor distintivo, una armoniosa combinacion de
dulzura y acidez, su pulpa es suave, jugosa y emana un aroma agradable. Estas caracteristicas
sensoriales se atribuyen a una serie de cambios fisioldgicos que se desencadenan durante su
proceso de maduracion poscosecha. Como se aprecia en la Figura 17, estos cambios estan
relacionados con una serie de reacciones en cadena de moléculas y vias metabdlicas especificas.

Estos cambios fisioldgicos incluyen principalmente un aumento en la tasa de respiracion y la
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liberacion de etileno, modificaciones en la microestructura de la pared celular que resultan en un

ablandamiento de la textura, gluconeogénesis, descomposicion acida, sintesis y acumulacion de

pigmentos, variaciones en el color, y la produccion y acumulacién de compuestos aromaticos

caracteristicos.
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Figura 17. Principales cambios fisioldgicos del mango durante la maduracion. Elaboracion propia
adaptada a partir de Liu (2023). Nota: ACC = dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico, ACS = ACC

sintasa, ACO = ACC oxidasa
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Cambios fisiologicos en el mango:

» Cambios en los niveles de respiracion, etileno y energia: El mango es una fruta
climatérica, lo que significa que durante su maduracion poscosecha se produce un
pico de intensidad en la tasa de respiracién, acompafiado por una rapida sintesis de
etileno.

» Cambios de textura: Durante la maduracion, el mango experimenta un marcado
ablandamiento. Esto se debe principalmente a la degradacién de la pectina y el
almidon en la fruta, y esta degradacion esté relacionada con cambios en las enzimas
responsables de estos procesos.

» Cambios de color y sintesis de pigmentos: Los pigmentos son fundamentales para la
apariencia del mango maduro. El tipo y cantidad de pigmentos determinan la calidad
del color y su profundidad en la fruta.

» Cambios de sabor: Durante la maduracion, se producen cambios en el sabor del
mango. Esto incluye la degradacion de acidos organicos, que son componente clave
para su sabor, y el metabolismo de los azucares, lo que influye en el dulzor del fruto.

» Metabolismo del azlcar: La acumulacion de azlcares solubles aporta dulzor al fruto
y potencia su valor comercial. Los cambios en los azlcares solubles durante la
maduracion poscosecha se atribuyen principalmente a la hidrélisis del almidén, la
acumulacién de azUcares no reductores y descomposicion de azucares no reductores
en azUcares reductores.

» Sintesis de compuestos aromaticos: EI mango es conocido por su aroma distintivo,

que se deriva de la sintesis de mas de 270 compuestos aromaticos. Estos compuestos
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se generan principalmente a partir de aminoacidos, grasas y carbohidratos como

precursores (Liu et al., 2023).

En resumen, la maduracion del mango es un proceso complejo que involucra una serie
de cambios bioguimicos y metabolicos que culminan en las caracteristicas sensoriales que hacen

que el mango sea tan apreciado en todo el mundo.

1.1.1.8. Plagas, Enfermedades y Dafios Fisioldgicos.

El mango es una de las especies frutales susceptibles al ataque de insectos, enfermedades
y desordenes fisioldgicos, los cuales pueden afectar significativamente su calidad y rendimiento,

generando importantes pérdidas econdémicas.

Las enfermedades se consideran una de las principales causas de estas pérdidas, junto
con la infestacion de la mosca de las frutas (Arauz & Mora, 1983). Las enfermedades postcosecha
tienen su origen en el campo, en este sentido, se ha encontrado que la antracnosis, causada por
Colletotrichum sp., es la mas prevalente con una incidencia del 85.7 %, seguida por la pudricion
basal causada por Lasiodiplodia (Botrydiplodia) sp. con un 10.4 % de incidencia. También se han
registrado enfermedades ocasionadas por Pestalotia sp. (3.3 %), Aspergillus sp. (1.0 %) y
Macrophomina sp. (0.6 %). Otras enfermedades postcosecha del mango incluyen las
putrefacciones del fruto causadas por hongos de los géneros Rhizopus y Phytophthora

(Castillo,1980; Arauz et al.,1994).

En la siguiente tabla se presentan algunas de las plagas y enfermedades méas comunes en

el mango
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Tabla 3. Plagas y enfermedades mas comunes del mango

NOMBRE DANOS Y SINTOMAS
Esta plaga ataca las hojas del mango, chupandoles la savia, lo cual
Trips (Sekenothrips afecta su suficiencia productiva. Las hojas atacadas se forman

rubrocinetus G.)

cloréticas. Frutos severamente atacados se decoloran y presentan
cuarteaduras y arrugamientos en la corteza.

Mosca de la fruta

Existen varias: Mosca
mexicana (Anastrepha Sp.)

Mosca del mediterraneo

Las llamadas moscas de las frutas constituyen un fruto de plagas
muy importantes debido a los dafios que ocasionan. Las hembras
depositan sus huevos en la cdscara de los frutos, de los que nacen las
larvas que pueden destruir completamente la pulpa y también
ocasionar la madurez prematura del fruto atacado. Las larvas
posteriormente abandonan el fruto, caen al suelo donde se entierran
para transformarse primero en pulpa y luego en adulto

Antracnosis (Collectotrichum
gloesporoides J.P.)

Es la enfermedad méas comun en las regiones donde se cultiva el
mango. Afecta frutas, hojas, brotes y flores. El ataque en frutas
jévenes induce su caida. En frutas maduras ocasiona manchas
oscuras

Mildeu Polvoroso (Oidium
mangiferac B)

Afecta frutas, flores y tallos. Su manifestacion principal es la
presencia de un tejido micelar blanco. Las frutas atacadas a temprana
edad pueden caer.

Fumagina (Meliolo
mangiferac E)

Se reconoce al ataque sobre la planta por la presencia de un polvo
oscuro que puede cubrir total o parcialmente la superficie de las
ramas y las hojas. El efecto de la enfermedad sobre los arboles es
indirecto, ya que interfiere funciones normales de las hojas,
retrasando el proceso normal de fotosintesis y la formacion de
azlcares y carbohidratos. La fruta puede presentar decoloraciones
reduciéndose su valor comercial

Rofia (Elsinoc mangiferac B)

Afecta tejidos jovenes en crecimiento, hojas, flores y frutos, En
frutos jovenes, la infeccion es de color gris café con margenes
irregulares oscuros. A medida que la fruta crece, las manchas
aumentan de tamafo y los centros se cubren con tejido lechoso
fisurado.

Pudricién interna

Se manifiesta por un vacié en la cavidad basal que interrumpe la
unién entre los tejidos vasculares del peddnculo con la semilla. La
pulpa presenta un estado avanzado de descomposicion al alcanzar la
madurez de consumo.
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Es un ablandamiento de la pulpa del lado ventral de la fruta y hacia
Nariz blanda el apice. El dafo se puede f:ietec_tar en frutas recién cgsgchadas, las

cuales muestran un amarillamiento mayor en el apice, que al
presionarlo ofrece poca resistencia

Galvis & Herrera (1996)

Figura 18. Plagas y enfermedades mds comunes del mango. a)Trips (Sekenothrips rubrocinetus G),
b)Mosca de la fruta,c) Antracnosis (Collectotrichum gloesporoides),d)Mildeu Polvoroso (Oidium
mangiferac), e) Fumagina (Meliolo mangiferac E), f)Rofia (Elsinoc mangiferac B), g)Pudricion interna y
h)Nariz blanda (Galvis & Herrera, 1996).

1.1.1.8.1. Antracnosis.

La antracnosis es una enfermedad devastadora en el cultivo de mango, causada
principalmente por dos especies de hongos relacionados: Colletotrichum gloeosporioides, que

juega un papel predominante en la mayoria de los casos (Dodd et al.,1997), y C. acutatum, que
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puede contribuir en menor medida en algunas localidades. Estos patogenos tienen un impacto
perjudicial en diversas partes del arbol de mango, incluyendo hojas, ramitas, inflorescencias y, lo

mas critico, los frutos, lo que reduce significativamente su calidad.

La antracnosis se origina en el propio arbol de mango, donde el hongo pat6geno,
transportado por el viento y las gotas de lluvia, encuentra su primera oportunidad de infeccion en
las hojas y ramitas. Las hojas viejas exhiben manchas pardo-oscuras 0 marrones con un
caracteristico halo amarillo (Figura 19). En cambio, las hojas jovenes desarrollan manchas
pequefias de color oscuro y forma irregular. Estas ultimas pueden fusionarse, creando &reas
necroticas mas extensas que afectan negativamente la fotosintesis y puede provocar la caida de las

hojas (Paez, 2003).

La propagacion interna del hongo desde el arbol mismo es un aspecto crucial de la
antracnosis en el mango. Esta infeccidn se extiende a las inflorescencias y, posteriormente, a los
frutos. Los frutos cuajados infectados adquieren una coloracion oscura y se momifican antes de
caer, lo que causa pérdidas econémicas para los agricultores. Los frutos inmaduros también son
vulnerables, mostrando manchas de color pardo claro y aspecto aceitoso, que afecta la calidad del

cultivo (Paez, 2003).

Los sintomas mas graves y visibles de la antracnosis se presentan en los frutos maduros,
donde se observan manchas de color marrén oscuro ligeramente hundidas en la superficie. A veces,
se produce un chorreado oscuro en la epidermis del fruto debido a la liberacion de esporas del
hongo arrastradas por el agua (Figura 19). Las toxinas producidas por el hongo provocan la
pudricién de la pulpa, que se torna negruzca y inicialmente blanda. El patdgeno puede penetrar
directamente en la epidermis del fruto o aprovechar heridas previas, a menudo causadas por

insectos.
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Figura 19. Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) en mango. a) Antracnosis en hojas,
b) Antracnosis en frutos maduros

Esta propagacion interna del hongo desde el arbol es un aspecto critico que hace que la
antracnosis sea una problematica agricola de suma importancia. Las pérdidas provocadas por esta
enfermedad pueden variar ampliamente, oscilando entre el 15 % y el 60 % de la produccion,
dependiendo en gran medida del climay otros factores. Esta amenaza es alin méas destacable debido
a la restriccion de acceso a mercados asiaticos y europeos, donde el mango fresco tiene un precio
de 3 a 5 veces mayor que en el mercado nacional. La politica de “cero tolerancia” adoptada por
algunos paises impide la entrada de cargamentos de mango afectados por la antracnosis, lo que
afecta significativamente la competitividad del mango mexicano a nivel internacional (Rios,

2018).

Comprender este ciclo de infeccidn es esencial para el manejo efectivo de la enfermedad
y la implementacion de estrategias de control en los cultivos de mango, ya que la antracnosis sigue

representando un desafio importante para los productores y la industria del mango en México.

% Manejo de la Antracnosis.

A pesar de que la antracnosis es un problema que afecta a nivel internacional, existen

pocos registros de investigaciones académicas realizadas por entidades mexicanas sobre el control
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efectivo de esta enfermedad en el mango mexicano. No obstante, dado que el manejo exitoso de
la antracnosis depende de la comprension de las condiciones que favorecen su desarrollo, se han
propuesto técnicas tanto antes de la cosecha como después de esta que pueden ayudar a inhibir su

crecimiento (Ploetz, 2008).
El manejo antes de la cosecha de la antracnosis se basa en:

1. Saneamiento de las plantaciones: eliminacion de las fuentes de indculo.

2. Alteracion de la época de floracion: esto asegura el desarrollo del fruto durante
periodos secos, lo que implica también la produccion fuera de temporada para
aprovechar oportunidades lucrativas en el mercado.

3. Integracion de medidas quimicas y bioldgicas: esto incluye la aplicacion de
fungicidas y la resistencia inducida, que tiene como objetivo fortalecer la respuesta
natural de las plantas ante enfermedades (Johnson & Hofman,2009; Terry &

Joyce,2004; Dann et al.,2007; Karunanayake,2011).

En lo que respecta a la postcosecha, esta etapa es de suma importancia, ya que es donde

se evidencian con mayor intensidad los dafios y se cuantifican las pérdidas.

Los dafios en postcosecha pueden deberse a:

1. Alta presion de enfermedad en el campo.

2. Mala seleccion de frutos: esto favorece la entrada de frutos enfermos en las cajas y
otro tipo de empaques.

3. Presencia de infecciones quiescentes o latentes: estas infecciones solo se hacen
evidentes cuando los frutos maduran y se encuentran en condiciones de humedad y

altas temperaturas de almacenamiento.
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La recomendacién mas importante para evitar problemas en postcosecha es llevar a cabo
un manejo eficiente en el campo. Sin embargo, para un mayor control de la antracnosis en
postcosecha, se deben considerar las siguientes recomendaciones:

» Cosecha con tijeras cosechadoras u otra herramienta similar: esto debe hacerse

dejando una seccion de peddnculo que evite la entrada de infecciones del campo.

» Evitar que los frutos se golpeen durante la recoleccion.

» Colocar los frutos en un lugar sombreado y dejarlos reposar un tiempo para perder la

humedad de la superficie.

» Hacer una seleccion de frutos, descartando aquellos que estén manchados,

magullados, golpeados y demasiado maduros.

» Lavar de los frutos.

» EIl almacenamiento refrigerado ayuda a inhibir infecciones latentes procedentes del

campo (Péez, 2003).

1.1.1.9. Normatividad.

En cuanto a la normatividad relacionada con el mercado del mango, diversos organismos
a nivel internacional y nacional han propuesto estandares y regulaciones. La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), a nivel global, y en el ambito
nacional, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) en colaboracion con la Secretaria de Economia (SE), se han establecido normas para

orientar la comercializacion del mango.
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A nivel internacional, la FAO a través del CODEX ha definido las caracteristicas de
calidad que deben cumplir los mangos de las variedades Haden, Keitt, Kent y Tommy Atkins
destinadas al consumo humano y con destino a la exportacion después de su acondicionamiento.
Segun esta normativa, los mangos deben ser frescos, limpios, enteros y bien desarrollados,
mantener la forma, sabor y aroma caracteristicos de su variedad, tener una consistencia firme, un
pedunculo de maximo 1 cm de longitud y estar libres de humedad exterior, descomposicién o

pudricién, ademas de mantener el color caracteristico de la variedad.

A nivel nacional, se establece la NOM-188-SCFI-2012 “Mango Ataulfo del Soconusco,
Chiapas (Mangifera caesia Jack ex Wall). Especificaciones y métodos de prueba”, que respalda la
denominacion de origen del “Mango Ataulfo del Soconusco,Chiapas”. Esta norma establece
requisitos como el tamafio y peso promedio del producto, el contenido minimo de sélidos solubles,
la textura lisa, la apariencia libre de magulladuras y defectos visuales, asi como los requisitos de

informacién comercial.

Ademas, en México se cuenta con otras normas y especificaciones relacionadas con el
etiquetado y caracteristicas de los productos de mango, como la NOM-129-SCFI1-1998 y la NMX-
F-104-1981. Asimismo, para productos no industrializados destinados al consumo humano, como

las frutas frescas de mango, existe la NMX-FF-058-SCFI-2006.

Junto a estas normas, se encuentra el PC-005-2005, que establece las condiciones para
el uso de la marca oficial “México Calidad Suprema en mango”. Este pliego tiene como objetivo
desarrollar mercados de mayor valor mediante la diferenciacion de productos de alta calidad
respaldados por certificaciones independientes, garantizando al consumidor que el producto
adquirido es de calidad suprema. Define las especificaciones que debe cumplir el mango para

llevar esta marca oficial y establecer condiciones para la autorizacién de su uso (Secretaria de
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Agricultura,

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA).; Secretaria de

Economia (SE), 2005).

Por otro lado, es crucial destacar que estas normativas no solo influyen en la calidad del

producto terminado, sino que también inciden considerablemente en la competitividad del mango

mexicano a escala global. Al cumplir con dichas regulaciones y estandares de calidad, los

productores y exportadores pueden acceder a mercados internacionales con demanda de productos

de primer nivel.

1.1.1.10. Aprovechamiento.

En promedio, alrededor del 12 % al 16 % de la produccién total de mango en el pais se

destina a la exportacion, mientras que del 84 % al 88 % restante se utiliza para el consumo nacional.

Dentro de este ultimo porcentaje, aproximadamente del 13 al 16 % se destina a la industrializacion,

mientras que el resto se consume fresco o se desperdicia. La industrializacién del mango es llevada

a cabo por empresas especializadas y abarca una variedad de productos, tales como:

vy v v v v v v v Y%

Jugos y néctares de mango.

Pulpas congeladas.

Mango congelado en trozos o cubos.

Mango deshidratado, a menudo con sabores como el mango deshidratado con chile.
Puré y conservas de mango.

Jalea de mango.

Helado de mango.

Productos “frescos” (minimamente procesados).

Snacks deshidratados.
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Sin embargo, cada afio, una porcion de la fruta fresca no llega a comercializarse, lo cual
especialmente notable entre los pequefios productores, quienes constituyen alrededor del 85 % del
total de productores de mango. Este rezago se origina por diversas razones, incluyendo
limitaciones en el tamafio o dafios mecanicos que dificultan su comercializacion. Ademas, se
presentan casos en que la madurez del mango esta avanzada y no puede resistir todo el periodo de

distribucion y venta (Villanueva, 2016).

1.1.1.11. Conservacion.
La respiracion de un fruto después de la cosecha constituye un factor limitante para su
conservacion en estado fresco. Sin embargo, se han desarrollado diferentes métodos de
conservacion postcosecha para minimizar los dafios causados por plagas o enfermedades. A

continuacion, se mencionan algunos de los mas comunes:

Encerado: El mango posee una capa de cera natural en la corteza que a menudo se
elimina durante el lavado. El encerado de frutos es un proceso de aplicacién de una capa delgada
de cera, generalmente cera de origen natural o sintético sobre la superficie de las frutas. Al aplicar
una capa adicional de cera con el grosor y la permeabilidad adecuada, que no genere condiciones
anaerdbicas dentro del fruto, se logra prolongar su vida Util retrasando la maduracion. Los

objetivos principales de encerar los frutos son:

» Proporcionar brillo natural a la superficie de los frutos, aumentando su atractivo
visual.

» Aumentar la vida util del fruto al reducir la tasa respiratoria durante el
almacenamiento.

» Reducir las pérdidas de peso debido a la deshidratacion durante la postcosecha.

[ 30 1L




CAPITULO | ANTECEDENTES

» Proporcionar proteccion contra los organismos causantes de la pudricion (Galvis &

Herrera, 1996).
Retardantes de maduracion: Consiste en aplicar sustancias quimicas como las
quitinas, quinetinas, acido giberélico, 6xido de etileno, permanganato de potasio y cloruro de

calcio para retrasar el proceso natural de maduracion de las frutas (Galvis & Herrera, 1996).

Almacenamiento en atmdsfera normal: Es un método de conservacion basado en el
control de las condiciones de oxigeno, dioxido de carbono y humedad alrededor de las frutas con
el objetivo de prolongar su vida util. Este tipo de almacenamiento asegura que el contenido de
oxigeno no sea inferior al 21 %, permitiendo la maduracion de los frutos segun la temperatura de

almacenamiento (Galvis & Herrera, 1996).

Almacenamiento en atmdsfera modificada controlada: Consiste en colocar los
mangos en camaras refrigeradas donde se controlan rigurosamente los gases involucrados en la
fotosintesis y la respiracion. Regulando la cantidad de oxigeno y anhidrido carbénico aplicados,
se puede retrasar la produccion de etileno, y por lo tanto la maduracion del mango. Algunos

aspectos clave de este tipo de almacenamiento son:

» Reduccién del ritmo de senescencia relacionada con los cambios fisiolégicos y

quimicos de los frutos.

» Disminucion de la sensibilidad de los frutos al etileno.

Almacenamiento en atmdsfera modificada: Implica mantener el fruto en un envase
hermético, permitiendo su actividad respiratoria pero cambiando la composicién de la atmdsfera
circundante con el tiempo. Concentraciones de O tan bajas como el 0 % y niveles de CO- tan altas
como el 30% o mas pueden ser producidos, pudiendo dafiar el producto. Los factores clave para el

éxito del almacenamiento en atmésferas modificadas son:
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» La mezcla de gases, que depende de la naturaleza del producto y sus principales
formas de deterioro, como el crecimiento microbiano y la oxidacion.

» EI CO;, que inhibe el crecimiento de una amplia gama de microorganismos.

» La permeabilidad de la pelicula a los gases, que debera permitir la entrada de
suficiente O para evitar condiciones anaerobicas y la difusion del exceso de CO-

para prevenir niveles perjudiciales (Ospina & Cartagena, 2008).

1.1.2. Granada (Punica granatum L.)

1.1.2.1. Taxonomia.

El granado (Figura 20) se encuentra clasificado taxondmicamente como se muestra en

la Tabla 4:

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de Punica

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales

Familia Punicaceae

Geénero Punica

Especie P. granatum

Nombre cientifico Punica granatum L.

Figura 20. Granada (Punica granatum L.)

Punica granatum L. pertenece al orden Myrtales y a la familia Punicaceae, la cual esta
representada por un solo género, Punica, y dos especies: P. granatum y P. protopunica. Sin
embargo, solamente la primera de estas especies se cultiva por sus frutos, que son comestibles. Su
primera denominacion cientifica fue Pomunni granatum, que significa “manzana con semillas”

(Medina, 2019).
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1.1.2.2. Descripcion Botanica.

La especie Punica granatum L. es un arbol pequefio o arbusto lefioso densamente
ramificado desde la base, que puede alcanzar hasta 6-7m de altura. Sus ramas presentan espinas
largas, pero no las ramillas. Tiene hojas oblongo-lanceoladas, con bordes enteros y coriaceos, de
color verde oscuro brillante en su estado adulto. Ademas, cuenta con flores muy vistosas,

hermafroditas, de color rojo encendido y brillante (Figura 21) (L6pez & Lopez, 2010).

Figura 21. Botdnica del drbol Punica granatum L. a) Arbol de la granada, b) Hojas, c) Flor. (Calin &
Carbonell, 2022)

Su fruto tiene un cuerpo grande de forma globosa, con un diametro de aproximadamente
6 a 12 centimetros, y cuenta con un caliz en forma de corona. La corteza del fruto varia de color,
yendo desde el amarillo rojizo hasta el verde con zonas rojizas e incluso al rojo escarlata. Es
delgada y correosa, cubriendo una gran cantidad de granos ordenadamente distribuidos, que son
jugosos y con un sabor que va desde el agridulce hasta el dulce, dependiendo de la variedad. Los
granos estan separados por delgados tabiques membranosos de calidad astringente. Las semillas
se encuentran dentro de una envoltura transparente llamada arilo (Figura 22) (L6pez & Lopez,

2010).
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Caliz persistente

Corteza )
Estambres residuales

Arilos + Semillas

Membranas
Carpelares

Arilo

Semilla

Figura 22. La granada y sus diferentes partes. (Calin et al.,, 2015)

1.1.2.3. Componentes Bioactivos.

La granada tiene una compleja combinacion de compuestos quimicos de alto valor
bioldgico en sus diferentes partes: corteza, membranas carpelares, arilos y semillas. La tabla 5
enumera los principales componentes del arbol y el fruto de Punica granatum, asi como sus

componentes bioactivos correspondientes.

Tabla 5. Principales compuestos funcionales en las diferentes partes de la granada.

Partes de la granada Componente bioactivo

Antocianinas, glucosa, acido ascorbico, acido elagico, acido gélico,
Jugo de la granada | &cido cafeico, catequina, quercetina, rutina, numerosos minerales,
especialmente hierro.

95% de &cido punicico; otros componentes, incluido el &cido elagico,
acido linolénico, acido oleico, acido estearico, acido punico, acido
eleostearico, acido catalpico, esteroles, etc.

Aceite de semilla de
granada

Punicalaginas fendlicas, acido galico y otros acidos grasos como el
acido elagico; catequina, quercetina, rutina y otros flavonoides;
flavonas, flavononas, antocianinas, antocianidinas.

Pericarpio de granada
(cascara, corteza)

Taninos (punicalina y punicafolina); y glucésidos de flavona, como

Hojas de granada . o2
la luteolina y la apigenina.
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Acido galico, &cido ursélico; triterpenoides, incluidos el &cido
Flor de granada maslinico y el &cido asiatico; asi como otros componentes no
identificados.

Raices y corteza de | Elagitaninos, como la punicalina y la punicalagina; numerosos
granada alcaloides de piperidina.

(Jurenka, 2008)

La parte comestible de la fruta de granada (50 %) se compone de un 40 % de arilos y un
10 % de las semillas; el otro 50 % se compone de las membranas y la cascara (Viuda et al., 2010).
Las membranas y las cascaras son desechadas y no son aprovechadas; principalmente la cascara

contiene diferentes compuestos bioactivos que podrian ser aprovechados.

La composicion de los granos de granada es la siguiente: agua (85 %); azlcares (10 %),
principalmente fructosa y glucosa; acidos organicos (1.5 %), principalmente &cido ascorbico,
citrico y malico; compuestos bioactivos tales como polifenoles y flavonoides (principalmente

antocianinas) (Calin & Carbonell, 2022).

La cascara de granada contiene un alto contenido de polifenoles en comparacién con su
concentracion en cualquier otra parte de la fruta, principalmente taninos hidrolizables (punicalina,
punicalagina, acido galico y elagico) y flavonoides (antocianinas, catequinas y otras sustancias
complejas) (Akhtar et al.,2014). Estos compuestos ejercen efectos beneficiosos para la salud a
través de su captacion de radicales libres y su potencial antioxidante (Fischer et al.,2010). Por lo
tanto, la cascara como subproducto es rica en elagitaninos, tales como la punicalagina (15.7%) y
sus isomeros, asi como pequefias cantidades de punicalina (2%), &cido galico, acido elagico (3%)

y oligémeros (77%) (Aguilar et al.,2008).
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1.2. Extractos Vegetales

Los extractos vegetales son muy prometedores y pueden tener diversas aplicaciones en
la industria alimentaria. La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales puede deberse a
diferentes componentes fitoquimicos, los cuales cuentan con propiedades antimicrobianas. Es muy
probable que la actividad antibacteriana se deba a los efectos combinados de la absorcion de los
polifenoles en las membranas de las bacterias, lo que ocasionaria su ruptura y la posterior fuga de
contenidos celulares (lkigai et al., 1993; Otake et al.,1991), asi como la generacion de
hidroperdxidos de polifenoles (Akagawa et al.,2003). Los extractos de plantas también han
mostrado actividad antifingica contra una amplia gama de hongos (Davidson & Parish,1989;
Grange & Ahmed,1988; Jayaprasha et al.,2001; Negi et al.,2002); Ademas, poseen propiedades

antioxidantes, son antimutagénicos e inhiben la oxidacion de los lipidos en los alimentos.

1.2.1. Extracto de Granada

En la produccion industrial de jugo de granada, una tonelada de fruta fresca genera 669
kg de subproducto que contiene 78% de cascara y un 22% de semillas (Qu et al.,2009). En
consecuencia, la cascara de granada constituye hasta el 50% de la fruta entera y podria
transformarse en una valiosa materia prima, ya que se considera una buena fuente de compuestos
naturales con actividad antimicrobiana y antioxidante. Esto la hace adecuada para aplicaciones en
la industria alimentaria como ingrediente potencial en la elaboracién de alimentos funcionales, asi
como inhibidores antimicrobianos. En la tabla 6 se muestran los principales constituyentes de los

polifenoles de la cascara de granada.
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Tabla 6. Estructuras moleculares de los polifenoles de la cascara de granada

Molécula Descripcion Estructura quimica

(0]

) Anillo de benceno con 1 grupo
Acido galico carboxilo en la posicién 1y 3 grupos
hidroxilo en las posiciones 3,4y 5

Acido elagico acido gélico + é&cido galico
Acido galagico acido elagico + acido elagico
Punicalagina s : - i
(monémero p?olifenol acido galagico + acido elagico +
ot lucosa
hidrolizable) g

(Taberner,2011.; Martin et al.,2009)

Las propiedades funcionales del extracto de granada se han asociado principalmente a
la presencia de elagitaninos, taninos hidrolizables derivados del &cido elagico (AE), asi como a las

antocianinas, cuya concentracion depende del método de extraccion utilizado (Mena et al.,2011).

El acido elagico presenta propiedades antioxidantes, antimutagénicas, antivirales,
antibacterianas, entre otras, gracias a su capacidad para actuar como formador de puentes de
hidrogeno y aceptor de electrones (De la Cruz et al., 2011). Este compuesto se encuentra en
pequefias proporciones en el jugo de granada. Sin embargo, la mayor aportacion de acido elagico

al organismo proviene de la hidrolisis de la punicalagina, que es el elagitanino mas abundante de
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la granada (Seeram et al.,2005). La cascara de la fruta es una rica fuente de elagitaninos (ETs), los

cuales representan el 80-85% de los fenoles solubles en la cascara (De la Cruz et al.,2011).

Se ha demostrado que los taninos hidrolizables pueden actuar como antioxidantes,
agentes antitumorales o antihepatotdxicos, y mejorar la salud cardiovascular. Ademas, se ha
observado que poseen propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antivirales, antidiabéticas,

entre otras (Viuda-Martos et al.,2010).

Otros componentes encontrados en la piel de la granada con actividad antibacteriana y
antifungica, aparte de los mencionados anteriormente, son la castalagina, granatina, catequina,

gallocatequina, kemferol y quercetina (Jayaprakasha et al.,2006).

1.2.1.1. Funcion Antimicrobiana.

En la etapa de postcosecha de los frutos, los microorganismos representan uno de los
factores cruciales que provocan el deterioro. Los subproductos derivados de la cascara de granada
exhiben propiedades antimicrobianas capaces de inhibir el deterioro ocasionado por estos
microorganismos en varios tipos de alimentos, asociandose esta capacidad a la presencia de

compuestos fenolicos.

La actividad antibacteriana de estos compuestos en general se puede entender en funcién
de su estructura fendlica. Se cree que los mecanismos responsables de la toxicidad fenolica contra
los microorganismos incluyen la inhibicidn de enzimas por parte de los compuestos oxidados. Esto
posiblemente ocurre a traves de reacciones con grupos sulfhidrilos o0 mediante interacciones mas
especificas con proteinas. En muchos casos, esto conduce a la inactivacion de las proteinas y la
pérdida de su funcién. Los posibles blancos en las células microbianas incluyen las adhesiones

expuestas en la superficie, los polipéptidos de la pared celular y las enzimas unidas a la membrana.
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Ademas, los fenoles pueden interferir con la disponibilidad de sustratos para los microorganismos

(Stern et al.,1996.; Naz,2007).

1.2.1.1.1. Mecanismo de Accion de los Antimicrobianos Naturales.

El mecanismo subyacente a la actividad antimicrobiana de los conservantes naturales no
se comprende completamente. No obstante, se cree que los terpenoides y los fenoles provocan
alteraciones en la membrana, mientras que los fenoles y los flavonoides pueden quelar metales, lo

que podria inhibir el crecimiento de los microorganismos (Cowan,1999).

En muchos casos, no se han definido con precision los blancos especificos de los
antimicrobianos naturales, ya que es complicado identificar el lugar de accién exacto, dado que
muchas de estas reacciones interactian de forma simultanea. Los compuestos que afectan la
membrana celular pueden dar lugar a la fuga de contenido celular, interferir con el transporte activo
0 con las enzimas metabolicas, e incluso agotar la energia celular en forma de ATP (Figura 23)

(Davidson,2001).

La degradacion de la pared celular, el dafio a la membrana citoplasmatica y a las
proteinas membranosas, la liberacién de contenido intracelular, la coagulacion del citoplasmay la
disminucion de la fuerza motriz de los protones son mecanismos que pueden provocar la muerte

de la célula (Burt,2004; Nychas et al.,2003; Tiwari et al.,2009; Negi,2012).
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Figura 23. Mecanismo de accion antimicrobiano de los compuestos fendlicos que afectan la
funcionalidad de enzimas y de la membrana microbiana Ayala (2014).

1.2.1.2. Funcién Antifangica.

La fruta de granada y, en particular, su cascara, son notables por ser ricas en compuestos
polifendlicos. Numerosos estudios han documentado sus destacadas propiedades antiflngicas,
junto con otras virtudes como sus efectos antiprotozoarios, antioxidantes, anticancerigenos,

antiinflamatorias y antibacterianos (Abdullah, 2014).

En relacién con su capacidad antifungica, se han propuesto varios mecanismos de
accion. Algunas investigaciones sugieren que los compuestos en la céscara de granada pueden
afectar la integridad de las estructuras celulares de los hongos, lo que resulta en la inhibicion del
crecimiento micelial. Ademas, estos compuestos pueden provocar alteraciones en la morfologia

celular de los hongos. En conjunto, estos efectos contribuyen a su accion antifungica.
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1.2.1.3. Funcion Antioxidante.

Los antioxidantes son sustancias que, cuando se agregan a los alimentos, pueden
extender su vida util. En los ultimos afios, ha habido un aumentado significativo en la busqueda
de antioxidantes naturales, especialmente aquellos de origen vegetal. Una alternativa que ha
ganado interés es el uso de la cdscara de granada, ya que demuestra un fuerte potencial antioxidante
al combatir la peroxidacidn de lipidos, la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Esto respalda su aplicacion como agente
antiaterosclerdtico y conservante natural en alimentos (Aviram & Dornfeld 2001; Aviram, 2002;

Singh et al., 2002).

Los antioxidantes, en su mayoria, estan compuestos principalmente por compuestos
fendlicos y tienen la capacidad de neutralizar los radicales libres (Gil et al.,2000; Noda et al.,2002).
A estos compuestos fendlicos se le atribuye su poder antioxidante debido a su capacidad para
inhibir los radicales libres, que pueden desencadenar reacciones de oxidacion y dafiar moléculas
criticas. Los antioxidantes pueden contrarrestar estos radicales libres, evitar su formacion o
propagacion, y también pueden quelar metales que son esenciales para las enzimas de oxidacion
(Figura 24). La actividad antioxidante de los compuestos polifenolicos depende del nimero y la

ubicacion de los grupos hidroxilo en el anillo aromatico (Sanchez et al.,2007).
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Figura 24. Capacidad de los compuestos fendlicos para neutralizar radicales libres mediante la donacion
de electrones y proteger biomoléculas del dafio oxidativo Ayala (2014).

1.3. Polimeros

Un polimero puede definirse como una macromolécula formada por la unién de

moléculas mas pequefas, llamadas monomeros, mediante enlaces covalentes (Labeaga, 2018).

Estos pueden clasificarse de diversas maneras, ya sea segun su origen, la estructura de las

macromoléculas o su aplicacion. Sin embargo, la clasificacion mas comun se basa en su origen, y

en este sentido, existen dos categorias principales:

» Polimeros naturales: Los polimeros naturales son aquellos que provienen del reino

vegetal o animal, son sustancias producidas por organismos vivos y se utilizan sin

modificar. Esta categoria abarca una amplia variedad de ejemplos, como la celulosa,

el almidon y el caucho natural. Ademas, incluye polimeros vitales en los organismos,

como las proteinas, los polisacaridos y los acidos nucleicos, que a menudo se

denominan biopolimeros (Hermida, 2011; Cianciosi,2014).
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» Sintéticos: Estos polimeros se obtienen mediante procesos de polimerizacion
controlados por el ser humano, a partir de materias primas de bajo peso molecular.
Pueden o no estar compuestos por monomeros naturales. En esta categoria también
se encuentran los polimeros semisintéticos, que resultan de la modificacion o

purificacion de mondmeros naturales (Cianciosi, 2014).

1.4. Biopolimeros

Los polimeros naturales, también conocidos como biopolimeros, han surgido como la
mejor alternativa para abordar los problemas de contaminacion asociados al uso de polimeros
sintéticos. Estos compuestos son producidos por organismos vivos y desempefian funciones
bioldgicas, estructurales (como los polisacaridos) y de defensa o regulacién de la actividad acuosa

(como las biopeliculas) (Marroquin, 2020).

Las fuentes naturales de biopolimeros comprenden diversos grupos bioldgicos,
incluyendo algas, plantas, animales, bacterias y hongos. Estos biopolimeros presentan ventajas
significativas en comparacion con los materiales sintéticos, como su biocompatibilidad, baja
antigenicidad y capacidad de renovacién. Ademas, son biodegradables, lo que significa que pueden
convertirse en agua, dioxido de carbono, metano, compuestos inorganicos o biomasa (Siracusa et

al.,2008; Song et al.,2009).

Los biopolimeros abarcan una amplia variedad de moléculas con propiedades
fisicoquimicas especificas que actualmente se estan aprovechando en diversos sectores. En la
industria alimentaria, por ejemplo, se utilizan para modificar las propiedades reoldgicas de los

productos, actuar como estabilizantes y emulsificantes debido a su capacidad para interactuar con
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el agua, encapsular sabores y aromas, desempefiar un papel como nutraceuticos y formar geles o

peliculas (Vijayendra & Shamala,2014: Mohammadinejad et al.,2020, Marroquin et al.,2020).

Los polisacaridos son biopolimeros ampliamente empleados en aplicaciones de
recubrimientos comestibles debido a su solubilidad en agua, disponibilidad y bajo contenido de
alérgenos. Sus propiedades mecanicas y estructurales se deben a una red hidrdéfila de enlaces de

hidrégeno con una estructura ordenada y compacta (Adiletta et al.,2021).

1.5. Quitina

La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y es el segundo
biopolimero méas abundante y naturalmente disponible después de la celulosa. Se encuentra como
componente estructural y de soporte en una variedad de organismos, como el exosqueleto de
animales invertebrados, incluyendo artropodos (insectos, ardcnidos o crustaceos), anélidos,
moluscos (cefalopodos), celentéreos y braquiopodos. También se encuentran en las paredes
celulares de hongos (micelios y esporas), levaduras y algas (Kurita, 2006; Rinaudo, 2006;
Tharanathan & Kittur, 2003). Sin embargo, comercialmente, la quitina se recupera principalmente
de fuentes marinas, es decir, de residuos del procesamiento de crustaceos. De hecho, se podrian
obtener mas de 10,000 toneladas al afio a partir de estos residuos de crustaceos (Merzendorfer,

2011).

La quitina es un polimero de B-N-acetil-glucosamina compuesto por aminoazucares
unidos entre si mediante enlaces glicosidicos B(1—4), formando una cadena lineal de unidades de
N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa. La quitina, mediante una reaccion de desacetilacion que
elimina al menos un 50 % de sus grupos acetilo, se convierte en quitosano (poli(p-N-acetil-

glucosamina-co-p-glucosamina)) (Figura 25) (Ramirez, 2010).
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Figura 25. Estructura quimica de la quitina.

1.5.1. Desacetilacion

Los grupos amino de la quitina nativa se encuentran en forma acetilada, los cuales pueden
estar unidos a cadenas proteicas o0 como aminas libres. No obstante, durante los procesos comunes
de extraccion con acidos y alcalis, se produce una inevitable desacetilacién (Kurita et al.,2006;
Pacheco,2010). El objetivo de este proceso es obtener quitosano, el cual es un polimero mas

versatil.

La desacetilacion de la quitina a quitosano se lleva a cabo en estado sélido bajo condiciones
alcalinas utilizando NaOH concentrado, 0 mediante hidrdlisis enzimética en presencia de laenzima
quitina desacetilasa. Este proceso implica la eliminacion de grupos acetilos de la cadena de quitina
hasta alcanzar un grupo amino completo (NH2)(Figura 26)(Arachchi et al.,2018). La diferencia
principal entre la quitina y el quitosano radica en el porcentaje de grupos acetilos que presentan,

siendo superior en el caso de quitina.

El grado de desacetilacion es un parametro importante, ya que tiene un efecto significativo

en la solubilidad y las propiedades de ambos biopolimeros. La quitina presenta un grado de
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acetilacion tipico de 0.90, mientras que el quitosano posee un grado de acetilacion de menos de

0.35 (Cardenas,2010; Curbelo et al,2021).

NHCOCH CH,OH

CH OH NHCOCH
a)
CH OH
HO
CH OH

Figura 26. Representacion de las cadenas de a) quitina totalmente acetilada y b) quitosano totalmente
desacetilado Ramirez (2010).

1.6. Quitosano

El quitosano, también conocido como quitosan, es un polimero natural derivado de
crustaceos como cangrejos, gambas y langostas. Ademas, es un polisacérido policatidnico que se
encuentra de forma natural en las paredes celulares de algunas plantas y hongos, como el Mucor

rouxil. No obstante, la fuente mas importante de quitosano a nivel industrial es la quitina.

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto por unidades de N-acetil-D-
glucosamina unidas por enlaces B(1—4)-glicosidicos, y se obtiene mediante la N-desacetilacion
parcial de la quitina (Aider,2010). El grado de acetilacion suele ser inferior al 30-40 %, aunque
para que el quitosano sea considerado como tal, debe alcanzar al menos un grado de desacetilacion

del 50 % (Rinaudo, 2006; Shahidi & Abuzaytoun, 2005; Contreras, 2015).
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Figura 27. Estructura quimica del quitosano (unidad repetitiva) Cusihuamdn (2017).

1.6.1. Peso Molecular

El peso molecular del quitosano puede afectar algunas de sus caracteristicas
fisicoquimicas y sus efectos antimicrobianos. Se ha demostrado que el quitosano de bajo peso
molecular, con un peso molecular medio inferior a 10 kDa, posee una mayor actividad
antimicrobiana en comparacion con el quitosano nativo de alto peso molecular (Uchida et al. 1989;

Aider,2010).

Este comportamiento puede explicarse por el hecho de que el quitosano de bajo peso
molecular es mas soluble en medios acuosos que el quitosano de alto peso molecular. Esta
solubilidad es de gran importancia, ya que permite que el quitosano interactie con los sitios activos

de los microorganismos objetivo (Aider,2010).

El quitosano de menor peso molecular tiene la capacidad de penetrar en el ndcleo celular,
interfiriendo en la sintesis de ARNm y, en Ultima instancia, inhibiendo la sintesis de proteinas. Por
otro lado, el quitosano de mayor peso molecular puede interactuar con la membrana celular,
alterando su permeabilidad. Ademas, el quitosano acta como un agente quelante al unir
selectivamente los metales de transicion traza, lo que contribuye a inhibir la produccion de toxinas

y el crecimiento microbiano (Atay,2018).
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1.6.2. Propiedades

El quitosano es uno de los biopolimeros que ha atraido considerable atencion debido a
su versatilidad y su capacidad para ser utilizado en diversas industrias. Se trata de un compuesto
biocompatible, biodegradable, bifuncional y no téxico que presenta diversas propiedades
bioldgicas. Entre ellas, se destacan su fuerte actividad antimicrobiana y antifingica, asi como sus
propiedades emulsionantes, dietéticas, quelantes, antioxidantes, floculantes y prebidticas (Maleki

& Milani, 2020; Yang et al., 2016; Assadpour,2019; Aider,2010).

Ademas de estas propiedades, el quitosano es un polimero versatil que exhibe buenas
propiedades mecanicas y posee la capacidad de formar peliculas. También muestra permeabilidad
selectiva a los gases (Caner et al.,1998; Wiles et al.,2000), lo que le permite modular la atmosfera
interna de productos, reduciendo la cinética de procesos bioldgicos vitales en tejidos vegetales,
como la tasa de transpiracion y respiracion. Esto a su vez, contribuye a prolongar la vida Gtil de

los productos (Caner, 1998; El Ghaouth,1991a; ElI Ghaouth,1991b).

El uso del quitosano para el control de enfermedades fingicas en la poscoseha ha ganado
considerable interés debido a los problemas asociados con el uso de agentes quimicos y al aumento
de la tolerancia de los agentes patdgenos poscosecha a los fungicidas. El quitosano ha demostrado
reducir el crecimiento de numerosos hongos in vitro, retrasando tanto el inicio como el desarrollo
de las infecciones (Muzzarelli, et al.,1977). Esta propiedad se relaciona con su naturaleza

policationica.
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1.6.3. Aplicaciones

Desde una perspectiva bioldgica, el quitosano presenta propiedades singulares, lo que
ha conducido a su uso en una amplia gama de sectores, ya sea de manera independiente o en
combinacion con otros polimeros naturales. Estos sectores abarcan la industria alimentaria,
farmacéutica, textil, agricola, médica, tratamiento de aguas y cosmética (Roberts,1992;
Arvanitoyannis et al.,1998; Arvanitoyannis,1999; Haque et al.,2005; Kim & Rajapakse.,2005;

Yamada et al.,2005).
> Alimentos

La creciente exigencia de los consumidores en cuanto a la calidad y seguridad
microbioldgica de los alimentos, junto con la necesidad de prolongar la vida util de los
productos, ha impulsado a la industria a desarrollar nuevas estrategias de conservacion.
En este contexto, el quitosano se emplea principalmente como aditivo alimentario o
conservante, ademas de formar parte de materiales de envasado. Su aplicacion no solo
busca ralentizar el crecimiento de microorganismos en los alimentos, sino también
mejorar la calidad y duracién de los productos (Kong,2010).

Dentro de sus usos especificos se incluye su funcién como espesante, emulsionante,
estabilizante de color y aroma, antioxidante y agente antimicrobiano. También se
utiliza en procesos de clarificacion y desacidificacion de zumos y bebidas fermentadas,
en la floculacién y recuperacion de residuos sélidos, asi como en la elaboracién de
productos alimenticios con valor agregado, como peliculas y recubrimientos

comestibles con propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Higueras, 2015).
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En la industria de frutas y hortalizas, se ha confirmado que el quitosano posee la
capacidad de retrasar el desarrollo de microorganismos que pueden ocasionar deterioro
durante la etapa postcosecha (Ziani et al.,2009; Fernandez,2015). Ademas, puede ser
utilizado en la formulacion de sistemas de liberacion controlada para ingredientes

activos, como vitaminas o sabores.
» Fabricacion de sensores

El quitosén sirve como matriz para la inmovilizacién de enzimas, anticuerpos y otras

moléculas sensibles a la deteccion de analitos especificos.
» Agricultura

En la agricultura, el quitosano se emplea como biopesticida o biofungicida para el
control de plagas y enfermedades, al mismo tiempo que regula el crecimiento de las
plantas, mejorando la disponibilidad y las propiedades de los nutrientes y la calidad
del suelo. También se utiliza como recubrimiento de semillas para su preservacion y

almacenamiento.
» Farmacéutica y biomedicina

El quitosano encuentra aplicaciones en la industria farmacéutica y biomédica, donde
se utiliza como anticoagulante sanguineo, biomaterial para la regeneraciéon 6sea,
agente antimicrobiano, apdsitos para heridas, lentes de contacto, implantes dentales,
inmunoadyuvante, sistemas de liberacion de principios activos, microcéapsulas,

microesferas, entre otros (Espinoza,2020; Higueras,2015).
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1.7. Envasado activo

En los ultimos afios, ha surgido un nuevo concepto de envase conocido como “envase
activo”, que va mas alld de las funciones de un envase tradicional. Este tipo de envase tiene la
capacidad de interactuar con el producto y/o su entorno con el objetivo de mejorar uno o varios
aspectos relacionados con su calidad y seguridad (Catald & Gavara, 2001; Rooney, 1995;

Contreras,2015).

En el envasado activo, el sistema formado por el alimento, el envase y su entorno actda
de manera coordinada para lograr diversos objetivos, que incluyen la prolongacion de la vida util
de los alimentos, la mejora de sus caracteristicas organolépticas, la preservacion de su calidad y
seguridad alimentaria, asi como la facilitacion de su procesamiento y consumo (Catala y Gavara,
2001; Fernandez & Alvarez, 2000). El envase activo se disefia especificamente para incorporar
intencionadamente agentes activos que pueden liberarse en el alimento envasado o en su entorno,
0 bien, pueden absorber sustancias del alimento o su entorno (CE, 2004, CE, 2009;

Contreras,2015).

1.7.1. Envasado Activo Antimicrobiano

El envasado activo antimicrobiano es una técnica de envasado disefiada para mejorar la
seguridad y la vida dtil de los alimentos, al prevenir y controlar el crecimiento de microorganismos,
como bacterias y hongos, que pueden causar deterioro y riesgos para la salud. Esta estrategia
innovadora implica la inclusion de componentes antimicrobianos en los propios envases, lo que

permite una interaccién beneficiosa con los alimentos envasados.

T




CAPITULO | ANTECEDENTES

Estos envases contienen ingredientes con propiedades antimicrobianas, que pueden ser de origen
natural, como aceites esenciales, extractos de plantas, o0 compuestos especificamente disefiados
para esta funcion. Los componentes antimicrobianos liberan gradualmente sustancias que inhiben
el crecimiento y la proliferacion de microorganismos en la superficie de los alimentos o del envase
(Appendini & Hotchkiss, 2002). Al extender la vida atil de los alimentos, este tipo de envase
contribuye a reducir el desperdicio de alimentos, al minimizar el deterioro y la contaminacion

microbiana.

Por lo tanto, los envases activos antimicrobianos se presentan como una alternativa viable, ya que
permiten liberar de manera controlada y sostenida agentes antimicrobianos en la superficie del
alimento (Appendini y Hotchkiss, 2002; Coma, 2008; Ouattara et al., 2000; Contreras,2015;
Higueras, 2015). Esta estrategia se ha convertido en una solucion prometedora y econémicamente
eficiente, respaldando la seguridad y calidad de los productos alimenticios sin afectar

negativamente sus propiedades sensoriales.

1.8. Peliculas y Recubrimientos Comestibles

La creciente demanda de los consumidores de alimentos de alta calidad y mayor
seguridad microbioldgica obliga a los investigadores y a la industria a desarrollar nuevas
estrategias de conservacién de alimentos. Para satisfacer estos requerimientos, la industria
alimentaria utiliza varias peliculas o recubrimientos comestibles biodegradables basados en
polimeros y proteinas de grado alimentario, polisacaridos y lipidos que podrian servir como

materiales comestibles (Olivas & Barbosa-Canovas, 2008; Sothornvit & Rodsamran, 2008).
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Un recubrimiento comestible se puede definir como una matriz continua, transparente,
delgada y comestible que se estructura alrededor de un alimento. Por lo general, se forma
sumergiendo el alimento en una solucién que crea el recubrimiento con el fin de preservar su
calidad y servir como envoltura. En cambio, una pelicula comestible es una matriz preformada que
se obtiene mediante moldeo y tiene un grosor siempre mayor que el de los recubrimientos (Del

Valle et al.,2005; Fernandez,2015).

Las peliculas y recubrimientos comestibles basados en biopolimeros tienen la finalidad
de funcionar como barreras contra la humedad, el oxigeno, el sabor y el aroma, mejorando asi la
calidad de los alimentos y prolongando su vida util (Maura et al.,2008; Yu et al.,2012). También
pueden brindar proteccion fisica a los alimentos, reduciendo los golpes y las roturas, lo que mejora
aun mas su calidad. Ademas, las peliculas de biopolimeros son excelentes para incorporar una
amplia variedad de aditivos como antioxidantes, agentes antifingicos, antimicrobianos, colores y

otros nutrientes (Maura et al.2009; Pilon,2015).

1.8.1. Caracteristicas y Propiedades

Las peliculas o recubrimientos deben cumplir ciertas exigencias funcionales que les
permiten controlar o reducir las causas de alteraciones de los alimentos que recubren. Algunas de

las caracteristicas y propiedades con las que deben contar incluyen:

» Deben ser seguros para la salud, libres de sustancias toxicas.
» Deben estar hechos de materiales biodegradables y biocompatibles, reconocidos
como seguros para su uso en alimentos (GRAS) o aditivos alimentarios.

» Deben poder ser fabricados con tecnologia sencilla.
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» Deben mantener el brillo y la transparencia dentro de un rango adecuado para su
aplicacion especifica.

» Deben ofrecer proteccion contra factores fisicos, quimicos y mecanicos que puedan
afectar al alimento.

» Deben ser transparentes y no afectar negativamente al sabor, el olor o la textura
durante su consumo.

» Deben mejorar las propiedades mecanicas del alimento y preservar su textura.

» Deben prolongar la vida util de los alimentos al controlar el desarrollo de
microorganismaos.

» Deben regular diversas condiciones superficiales o de interfaz del alimento mediante
la adicion de aditivos como antioxidantes, agentes antimicrobianos y nutrientes.

» Deben actuar como barreras para la transferencia de sustancias, ser permeables al
vapor de agua y solutos, y tener una permeabilidad selectiva a gases y compuestos
volatiles, tanto hacia el interior como hacia el exterior del alimento.

» Deben mejorar la integridad estructural de productos alimentarios fragiles.

(Fernandez,2015 ; Deng et al.,2017 ; Bajpai et al.,2010)

1.8.2. Recubrimientos y Peliculas de Quitosano

Los recubrimientos de polisacaridos han demostrado ser eficaces en la conservacion de
productos frescos. Los elaborados con base en quitosano se consideran los mejores recubrimientos
comestibles y biologicamente seguros (Hirano,1999). Esto se debe a la alta densidad de grupos
amino y grupos hidroxilos presentes en la estructura polimérica del quitosano, que permiten el

transporte eficiente de diversas sustancias funcionales, como antioxidantes, antimicrobianos y
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aromas, para su liberacién controlada (Dutta et al.,2009). Ademas, el quitosano posee propiedades

antibacterianas y antifingicas que protegen de manera innata los alimentos (Aider,2010).

Las peliculas de quitosano han sido utilizadas exitosamente como materiales de
envasado para conservar la calidad de diversos alimentos (Ouattara et al.,2000). Estas peliculas
presentan una permeabilidad selectiva a los gases (CO2 y O) y buenas propiedades mecénicas.
Sin embargo, su alta permeabilidad al vapor de agua limita sus aplicaciones (Butler et al.,1996;
Caner et al.,1998), lo cual es un inconveniente significativo, ya que un control efectivo de la
transferencia de humedad es una propiedad deseable para la mayoria de los alimentos. No obstante,
las propiedades funcionales de las peliculas a base de quitosano pueden mejorarse al combinarlas

con otros hidrocoloides (Park et al., 2002; Xu et al., 2004).

1.9. Nanotecnologia

En 1959, Richard Feynman introdujo la idea de la nanotecnologia, mientras que el
término “nanotecnologia” en si fue acufiado en 1974 por el ingeniero japonés Norio Taniguchi
(Warad & Dutta,2005). La nanotecnologia se enfoca en estructuras que tienen un tamafio de 100
nm o0 menos en al menos una dimension y se utilizan para desarrollar dispositivos 0 materiales
dentro de estos limites de tamafio. En términos generales, la nanotecnologia se define como el
estudio, la fabricacion y la aplicacion de sistemas estructurados con dimensiones a nanoescala, que

van desde 1 a 100 nm (Momin et al.,2013; Neethirajan & Jayas,2010).

La nanotecnologia implica el disefio y desarrollo de materiales tanto organicos como
inorganicos a escala nanométrica, con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas personalizadas.

Cuando el tamafio de las particulas se reduce por debajo de este umbral, el material resultante
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exhibe propiedades fisicas y quimicas significativamente diferentes a las de los materiales a

macroescala compuestos por la misma sustancia base.

El estudio de los alimentos a nivel nanométrico también se conoce como nanotecnologia
alimentaria y se puede definir como un conjunto coherente y sistemético de conocimientos que se
centra en la nanoescala de los materiales alimentarios y su comportamiento en diversas
condiciones. Esto se hace con el propésito de desarrollar nuevos sistemas y procesos para
modificar los alimentos y agregarles valor. Esta tecnologia tiene una amplia aplicacion en el

procesamiento y la conservacion de los alimentos modernos.

1.9.1. Nanoparticulas Poliméricas

El término “nanoparticula” se refiere a un sélido coloidal compuesto de materiales
considerados seguros, como polimeros biodegradables o no, lipidos, proteinas, etc. En estas
particulas, una sustancia activa de interés puede ser incorporada, absorbida o unida quimicamente,

y su tamafio oscila generalmente entre 10 y 100 nm (Quintanar et al.,1998; Pilon,2015).

Existen dos tipos principales de nanoparticulas poliméricas segin el método de
preparacion: las nanoesferas y las nanocapsulas. Las nanoesferas son sistemas matriciales esféricos
en lo que el agente activo se dispersa de manera uniforme dentro de una matriz polimérica. Por
otro lado, las nanocapsulas son sistemas vesiculares que rodean el agente activo en una cavidad
encapsuladora por una cubierta polimérica. Esta cubierta controla la liberacion de el segun su
naturaleza. Estas diferencias en la estructura dan lugar a diferentes propiedades en cuanto a la
liberacion del contenido. El tipo de nanoparticula que se elija dependerd del método de
elaboracion, y de las propiedades quimicas, fisicas y las caracteristicas del compuesto activo que

se va a encapsular (Urrejola, 2018).
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1.9.2. Métodos de Elaboracion de las Nanoparticulas

Existen diversos métodos para sintetizar nanoparticulas que permiten el
encapsulamiento de moléculas tanto hidrofobas como hidrdéfilas. Los principales métodos de

sintesis de nanoparticulas se describen a continuacion:

» Método de emulsion/evaporacion: Este método implica la emulsidon de dos fases, una
acuosa con un agente emulsionante y una fase organica inmiscible en agua, que contiene
un principio activo y un polimero que formarad la matriz. Para lograr una dispersion
homogénea, se requiere un sistema de agitacion mecanica. Una vez formada la emulsion,
comienza la evaporacion del solvente organico, que debe ser adecuadamente volatil. Esto
conduce a que el polimero se precipite, encapsulando principios activos hidréfobos (Lee et
al.,2016; Urrejola,2018).

» Método de doble o maltiple emulsién: Este método permite el encapsulamiento de
moléculas hidrofilicas mediante la doble emulsién (Pinto et al.,2006; Lee et al.,2016). En
este proceso, una molécula hidroéfila se combina con un surfactante y se disuelve en agua.
Luego, se forma una emulsion mediante la dispersién de la fase acuosa en una fase organica
que contiene un polimero disuelto (Urrejola,2018).

» Método de difusién de emulsificacion: Este método utiliza un solvente parcialmente
soluble, como la acetona, en la que se disuelven polimeros o compuestos bioactivos. Luego,
esta solucion se emulsiona en una fase acuosa que contiene un estabilizador para evitar la
agregacion de las gotas en la emulsion. Finalmente, se agrega agua a la emulsion para
disolver el solvente y precipitar las nanoparticulas (Pinto et al.,2006).

» Meétodo de nanoprecipitacion: En este método, las moléculas bioactivas y el polimero se

disuelven en acetona, y luego se afiade una solucion acuosa que contiene tensoactivos. La
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acetona se evapora, y las nanoparticulas permanecen suspendidas en una solucion acuosa
(Pinto et al.2006; Lee et al.2016; Urrejola,2018).

» Gelificacion ionotropica: En este enfoque, las nanoparticulas se forman mediante la
agregacion de moléculas poliméricas debido a la interaccion entre un polisacarido de carga
positiva y especias cargadas negativamente. El tripolifosfato de sodio (TPP) se utiliza como
agente entrecruzante, lo que provoca la formacién de nanoparticulas al agregarlo a la
solucion de quitosano bajo condiciones adecuadas de temperatura y agitacion, debido a la

interaccidn de cargas opuestas (Calvo et al.,1997; Caro,2019).

1.9.3. Nanoparticulas de Quitosano

El quitosano ha demostrado ser un material sumamente versatil utilizado en la
encapsulaciéon de una amplia variedad de vitaminas, proteinas, nutrientes y compuestos activos
(Hu et al.,2008; Jang & Lee,2008) debido a su no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad
y su capacidad para formar peliculas, geles, perlas y particulas (Feyzioglu & Tornuk,2016). Las
nanoparticulas de quitosano, en particular, presentan ventajas adicionales al ser modificables con
ligandos especificos que les permiten interactuar mas equilibradamente con las membranas
celulares. Esto facilita una entrega precisa de ingredientes activos en el sistema alimentario.
Ademas, debido a su tamafio, estas nanoparticulas tienen la capacidad de penetrar en las células
del hongo causante de antracnosis, interfiriendo con sus procesos metabolicos. Como resultado, se
reduce significativamente la capacidad del patdgeno para causar dafios en las plantas de mango,

especialmente en los frutos (Duceppe & Tabrizian, 2010; Sabaghi et al., 2021; Assadpour,2019).

Mas aun de su papel en la inhibicion de la antracnosis, las nanoparticulas de quitosano
ofrecen multiples ventajas en aplicaciones alimentarias y agricolas. La encapsulacion con

quitosano resulta atil para minimizar el sabor y el olor desagradable de ciertos extractos volatiles,
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como aquellos utilizados en la fortificacion de productos alimenticios. Asi mismo, brinda
proteccion a los ingredientes activos encapsulados, permitiéndoles resistir condiciones
ambientales adversas, como la humedad y la oxidacién, garantizando asi su estabilidad y eficacia

a lo largo del tiempo.

En resumen, las propiedades Unicas de las nanoparticulas de quitosano las convierten en
una herramienta valiosa para mejorar la calidad y la resistencia de los frutos de mango frente a la

antracnosis (Irastorza et al., 2021; Milani & Maleki, 2012; Rattanawongwiboon et al., 2020).

1.9.4. Recubrimientos con nanoparticulas

La aplicacion de nanocompuestos promete ampliar el uso de peliculas y recubrimientos
comestibles y biodegradables (Lagarén et al.,2005: Sinha Ray & Bousmina,2005; Sorrentino et
al.,2007), ya que proporciona un nivel adicional de seguridad y funcionalidad que, a su vez,

aumenta potencialmente la vida Gtil de los alimentos (Bourbon et al.,2011; Shanmuga et al.,2015).

Cuando se incorporan a una matriz polimérica, las nanoparticulas pueden mejorar las
propiedades mecanicas y de barrera, ademas de actuar como agentes antimicrobianos, como en el
caso del quitosano, lo que beneficia la calidad y la seguridad de los alimentos (Belbekhouche et

al.,2011; Martelli et al.,2013).

Con cargas relativamente bajas de nanoparticulas, los compuestos poliméricos se
refuerzan, ya que las cadenas dentro de estos nanocompuestos se restringen a dominios confinados
entre las laminas de las peliculas. Por ejemplo, la combinacion de la restriccion de cadenas, la
alineacion de nanoparticulas (es decir, nanoestructura) y una fuerte interaccion superficial da como
resultado mejoras en las propiedades mecanicas, asi como una disminucién en la permeabilidad a

gases y liquidos (De Morua et al.,2009).
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1.9.5. Objetivos de la Nanotecnologia

Los cientificos y tecndlogos de alimentos se dedican a satisfacer la demanda de los
consumidores y aumentar el suministro mundial de alimentos disefiando productos con
caracteristicas distintivas, como ser saludables, apetecibles, estables en el tiempo, nutritivos y
seguros. En este sentido, la nanotecnologia busca ofrecer formas novedosas de producir productos

superiores de manera sostenible, manteniendo claros los siguientes objetivos:

» Garantizar una mejor respuesta sensorial mediante sabores nanoencapsulados.

» Mejorar el valor nutricional y nutracéutico de los alimentos mediante la
encapsulacién y suministro directo de nutrientes en los tejidos objetivo, lo que
aumenta la biodisponibilidad y mejora el estado de salud general.

» Mejorar la vida datil del producto mediante la introduccion de nanoestructuras
antibacterianas en la matriz alimentaria o en el envase que los rodea.

» Controlar la calidad y seguridad del producto final utilizando nanosensores.

» Desarrollar y formular alimentos fortificados y funcionales.

Sin embargo, los beneficios de la nanotecnologia no se limitan a los alimentos, sino que

también se extienden al material que rodea a los alimentos, como los sistemas de procesamiento,

los aditivos y los envases del producto.

1.9.6. Aplicaciones de la Nanotecnologia en el Sector Alimentario

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha revolucionado la industria alimentaria,
mejorando la calidad y seguridad de los productos. Esta tecnologia se emplea en diversas fases de
la produccion, incluyendo el procesamiento, envasado, etiquetado, transporte y en los controles de

calidad posteriores a la produccion de los alimentos.
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La nanotecnologia tiene una amplia gama de aplicaciones en la industria alimentaria.
Estas van desde el uso de nanosensores, dispositivos de seguimiento, suministro selectivo de
componentes esenciales, seguridad alimentaria, hasta la generacion de alimentos funcionales,
mejora sensorial, prolongacion de la vida util, procesamiento de precision, envasado inteligente,

entre otros (Huang et al,,2010; Duncan,2011; Shukla,2012).

Un resumen de este diverso campo de aplicaciones de la nanotecnologia en el sector

alimentario se representa en la Figura 28.

Nanotecnologia

Figura 28. Posibles aplicaciones de la nanotecnologia en los productos alimentarios. Elaboracion propia
adaptada a partir de Grumezescu & Holban, (2018).
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

CAPITULO II. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION EXPERIMENTAL

2.1. Cuadro Metodoldgico

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la

de bri

dos con icula

P

portadoras de extracto de cascara de granada sobre la
gloeosporioides)yla vida util de mango mediante cambios fisicos, fisicoquimicos y microbiologicos.

a base de qui

inhibicion del hongo p

(Colletotrichum

OBJETIVO PARTICULAR 1

Aislar el hongo Colletotricium

gloeosporioides, causante dela
antracnosis enmango, a partir de frutos

OBJETIVO PARTICULAR 2
Extraer quitosano apartir de exoesqueleto
de camardn por via quimica para su
posterior caracterizacion y utilizacion en

OBJETIVO PARTICULAR 3

d

Obtener extractos de cascara de
mediante maceracion en diferentes
solventes parala comparacion de su

OBJETIVO PARTICULAR 4
Sintetizar nanoparticulas de qui

infectados para la identificacion de 1a sintesis de nanoparticulas. capacidad antifingica y posterior encapsuladoras de extracto de cascara de
isticas morfolozi distintivas de nanoencapsulacion. granada por el método de gelificacion
sucolonia. ionica bajo diversas condiciones de
proceso para la obtencion de una
eficiencia de encapsulacion mas alta.

VL VI VL

Medio de cultivo. Condiciones de extraccion Solvente empleado enla extraccion

V.D. V.D. Cascara de granada VL

Caracteristicas morfologicas propias del Tiempo de caida de las disoluciones (s) Hongo Colletotrichum gloeosporioides Concentracion QN

hongo.

pH solucion de quitosan
VR

Viscosidad relativa
Viscosidad especifica
Viscosidad reducida (dL*g!)
Vi idad intrinseca

» Preparacion medios de cultivo
» Aislamiento y purificacion del hongo
» Preparacion microcultivos

N

Solvente: aguay etanol

V.D.

Diametro micelio del hongo (cm)
VR

Inhibicion de crecimiento micelial (%)

Pesomolecular p dio viscosimétri
(Mv) (D)
Grado de desacetilacion (GD) (%)

» Obtencion de extractos
» Pruebas in vitro

» Extraccidon quitosano
» Caracterizacion molecular (Mv, GD)

Relacion QN:TPP

Relacion QN:ECG

N

Concentracion QN: 0.1%, 0.5% y 1%
Relacion QN:TPP: 1:1 y4:1

Relacion QN:ECG: 1:0.5 y 1:025
V.D.

Absorbancia

Potencial zeta (mV)

Tamafio de particula (nm)

VR.

Contenido fenolico total (CFT) (mg de eq
de GA/g de materia seca)

Eficiencia de encapsulacion (EE) (%)

OBJETIVO PARTICULAR 5§
Determinar el efecto de la aplicacion de
recubrimi de qui 10 y qui
con nanoparticulas portadoras de extracto

de cascara de granada en parametros
fisicos, fisicoquimicos y microbiologicos
delos para el blecimi de
1as cinéticas de deterioro.

VL

Recubrimiento a aplicar

NV

Sin recubrimiento

Recubrimiento de quitosan y glicerol

Recubrimiento de quitosany
particulas de portadoras de

de cascara de granada.

V.D.

Masa del fruto

Solidos solubles (“Brix)

pH

Volumen utilizado de NaOH

» Sintesis de nanoparticulas

» C izacio particulas (CFT,
EE. Potencial zeta, tamafio de
particula)

ANALISIS DE RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

Coordenadas CIELAB (L.a*, b*)
Longitud y anchura manchas de
antracnosis

V.R.

Pérdida fisiologica de peso (%)
Acidez (% de acido citrico)
Indice de madurez

.;\ngulo de tono ("Hue)

Area afectada (cm?)

Severidad de antracnosis (%)

» Recepcion y caracterizacion de

materia prima
= 5

» Prep y plicacio de
recubrimientos

» Medicion de pardmetros fisicos y
fisicogitimicos 'y, microbiolegicos. del
mango
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2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de recubrimientos a base de quitosano incorporados
con nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de granada sobre la inhibicién del hongo
patdgeno (Colletotrichum gloeosporioides) y la vida atil de mango mediante cambios fisicos,

fisicoquimicos y microbioldgicos.

2.2.2. Objetivos particulares

1. Aislar el hongo Colletotrichum gloeosporioides, causante de la antracnosis en
mango, a partir de frutos infectados para la identificacion de caracteristicas
morfoldgicas distintivas de su colonia.

2. Extraer quitosano a partir de exoesqueleto de camardn por via quimica para su
posterior caracterizacion y utilizacion en la sintesis de nanoparticulas.

3. Obtener extractos de cascara de granada mediante maceracion en diferentes solventes
para la comparacién de su capacidad antiflngica y posterior nanoencapsulacion.

4. Sintetizar nanoparticulas de quitosano encapsuladoras de extracto de céscara de
granada por el méetodo de gelificacion ionica bajo diversas condiciones de proceso
para la obtencion de una eficiencia de encapsulacion mas alta.

5. Determinar el efecto de la aplicacion de recubrimientos de quitosano y quitosano con
nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de granada en parametros fisicos,
fisicogquimicos y microbiolégicos de los mangos para el establecimiento de las

cinéticas de deterioro.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Preparacion Medios de Cultivo

Los medios que se utilizaron para el crecimiento de la cepa del hongo Collectotrichum
fueron agar papa-dextrosa (PDA) y agar papa-mango-dextrosa (MPDA), uno preparado con

cascara de mango y otro con la pulpa de este.
» Agar papa-dextrosa (PDA)

La preparacion de este medio se llevd a cabo usando papa natural, por lo que se
colocaron 500 g de papa previamente lavada y picada en trozos medianos en 1 L de agua destilada
hasta la coccion de esta. Una vez transcurrido este tiempo, se filtré y en el liquido obtenido se
disolvieron 15 g de agar bacterioldgico marca MCD LAB y 10 g de Dextrosa Anhidrida en polvo
marca J.T.Baker. con ayuda de un agitador magnético. El cultivo se esterilizo en autoclave a 15 Ib
de presion durante 15 minutos, posteriormente se enfrio y vertio el contenido en cajas Petri estériles

manteniendo un ambiente estéril con ayuda de mecheros Bunsen.
» Agar papa-mango-dextrosa (MPDA)

Como en el caso del agar papa-dextrosa (PDA) este agar se prepar0 con papa 'y mango
natural. Se colocaron 500 g de papa previamente lavada y picada en trozos medianos en 1 L de
agua destilada hasta la coccion de esta. Una vez transcurrido este tiempo, se filtro y en el liquido
obtenido se disolvieron 15 g de agar bacteriologico marca MCD LAB y 10 g de Dextrosa
Anhidrida en polvo marca J.T.Baker, asi como 20 g de cascara de mango triturada. El cultivo se
esterilizo en autoclave a 15 Ib de presion durante 15 minutos, posteriormente se enfrio y vertio el

contenido en cajas Petri estériles manteniendo un ambiente estéril con ayuda de mecheros Bunsen.
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En lo concerniente al preparado con pulpa, se repitié la misma metodologia cambiando la cascara

de mango triturada por 20 g de pulpa de mango molida como se muestra en la Figura 29.

Figura 29. Preparacion medios de cultivo a) Agar papa-dextrosa (PDA), b) Agar papa-mango-dextrosa
(MPDA), c) Agar papa-mango dextrosa (MPDA) pulpa de mango, d) Vaciado del medio en cajas Petri.

2.3.2. Aislamiento y Purificacion del Hongo

El aislamiento de las cepas de hongo Colletotrichum se realizo a partir de tejido vegetal
infectado de mangos variedad Manila. Primeramente, se hicieron cortes de 5 x 5 mm con navajas
estériles; procurando tomar parte sana e infectada del epicarpio. Los cortes se depositaron en cajas
petri con medio agar papa dextrosa (PDA), estas se sellaron con parafilm y se incubaron a 25 °C

hasta obtener el desarrollo de las colonias (Figura 30).

Figura 30. Cultivo de hongo Collectotrichum a) Colonias presentes b) Cultivo 10 dias de incubacion.
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Dado que, en el medio de cultivo crecieron multiples colonias de hongos, se tuvo que
realizar el aislamiento de cada una de estas (Figura 31); para esto se utilizé un sacabocados y cajas

con cultivo PDA, dichas cajas fueron incubadas a 25°C hasta el desarrollo de las colonias.

Figura 31. Colonias aisladas de hongos presentes en mango variedad Manila.

Por cada muestra, se humedecio un hisopo con solucion salina isotonica estéril y se paso
sobre las colonias tratando de recolectar la mayor cantidad de muestra posible. El hisopo se estrio
en cajas petri con PDA (Figura 32), con la finalidad de dispersar las colonias y observar que no

existiera la presencia de multiples cepas.

Figura 32. Colonias aisladas por hisopo presentes en mango variedad Manila a) Vista frontal cultivo,
b) Vista posterior colonias aisladas
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2.3.3. Preparacion Microcultivos

Las colonias fungicas resultantes fueron sometidas a identificacion por asociacion de
aspectos macroscopicos y microscopicos, utilizando microcultivos. Segin Arenas (1993), este

método es el mas preciso y permite la observacion de las estructuras fungicas in situ.

Para llevar a cabo este proceso, se coloco una varilla de vidrio en forma de “v” dentro
de una caja Petri. Se afiadieron 5 mL de agua destilada estéril junto con 10 gotas de glicerol en la
caja, lo cual previno la posterior desecacion del medio. Sobre la varilla se posiciond un
portaobjetos y, encima de este, se dispuso un cuadro de 1 cm x 1 cm de PDA utilizando
instrumentos estériles. Con un asa de platino, se tocé ligeramente el hongo a propagar y se sembré
en un angulo de 45° en las esquinas del cuadro de PDA. Luego, se colocd un cubreobjetos sobre
este para evitar la formacién de burbujas, lo que también promovi6 el crecimiento del micelio en
este. El microcultivo se incubd durante 7 dias a 25 °C. Al finalizar el periodo de incubacion, se
retird el cubreobjetos y se aplicd una gota de azul de algodén (Figura 33). Luego, la muestra se

observo al microscopio con un aumento de 40X.

Figura 33. Microcultivos de Colletotrichum gloeosporioides en trozos de PDA incubados en caja Petri
para su observacion en el microscopio a) Microcultivo en PDA, b) Sembrado de hongo Colletotrichum, c)
Tincion muestras con azul de algoddn.
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2.3.4. Extraccién de Quitosano

El quitosano se extrajo de la quitina obtenida del exoesqueleto de camardn, procedente
del restaurante “Costefio” localizado en la Ciudad de México. Los caparazones se envasaron en
una bolsa de polietileno y se transportaron a la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC)
en un plazo de 48 horas. A su llegada, las muestras se lavaron con agua corriente de grifo y cloro
para eliminar los restos organicos. Después se secaron a 60 °C durante 24 h en una estufa (Figura
34a). Tras el secado las muestras se redujeron en una licuadora marca Osterizer hasta obtener

hojuelas (Figura 34b).

Figura 34. Preparacion exoesqueletos de camardn. a) Secado de exoesqueleto de camaron, b) Hojuelas
de exoesqueleto de camardn.

La obtencion del polimero se llevd a cabo de acuerdo con la Patente Mexicana No.
293022 “Proceso para la extraccion de quitina a partir de exoesqueletos de crustaceos y su
conversion a quitosano”. Dicho proceso consistid en tres etapas principales, una desmineralizacion
con HCI, una desproteinizacion con NaOH y finalmente la desacetilacion con NaOH concentrado,

mediante la cual se obtuvo el quitosdn como derivado de la quitina (Figura 35).
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Figura 35. Proceso de extraccion de quitina y su conversion a quitosano. a) Desmineralizacion, b)
Desproteinizacion y c) Desacetilacion.

El quitosan obtenido se almaceno en una bolsa de polietileno hermética y se conservo a
temperatura ambiente. Se pesaron las muestras al inicio y al final de cada etapa para determinar el

rendimiento de extracciéon de cada una de ellas.

2.3.5. Caracterizacion Molecular del Quitosano

El quitosano puede ser caracterizado por numerosas técnicas y métodos analiticos que
definen tanto sus propiedades como sus caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas (Romero &
Pereira, 2020). Dichas caracteristicas se ven directamente influenciadas por las diferencias propias
de la especie de donde proviene la quitina, asi como los metodos de extraccion y desacetilacion
(Hidalgo, 2015; Romero & Pereira,2020). El grado de desacetilacion (DA) y el peso molecular
(Mw), son las caracteristicas mas criticas en la definicion de la funcionalidad del quitosano, por
esta razon, el quitosan se caracterizo fisica y quimicamente antes de evaluar su capacidad
antimicrobiana y encapsulante. La caracterizacion se centr6 fundamentalmente en la

determinacion del grado de desacetilacion (DA) y peso molecular promedio viscosimetrico (Mw).
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2.3.5.1. Determinacion de Viscosidad Intrinseca y Peso Molecular Promedio (Mw).

Se determind la viscosidad intrinseca y el peso molecular (Mw) promedio del quitosan
(QN) por el método de viscosimetria capilar. EI biopolimero se sec6 a 105 °C en una estufa hasta
peso constante. Una vez libre de humedad, se pesaron 0.2 g de éste y se disolvieron en 100 mL de
una solucién buffer de acetato con un pH ~4.6 compuesto por acido acético (CH;:COOH) 0.3 M y
acetato de sodio (C2H3sNaOz) 0.2 M (Murray, 1990) bajo agitacion constante por 24 h, transcurrido
este tiempo, la solucion se filtr6. A partir de esta solucion de quitosén (0.2 g/dL), se realizaron
diluciones de 0.18, 0.16, 0.14, 0.12, 0.10, 0.08, 0.06, 0.04 y 0.02 g/dL. Las viscosidades de las
soluciones se midieron empleando un viscosimetro capilar de Ostwald sumergido en un bafio
termostatico a 25+1 °C bajo agitacidn constante (Figura 36a). Una vez establecidas las condiciones
de trabajo, se midio el tiempo de caida entre las dos marcas del viscosimetro (Figura 36b), tanto
para la solucion buffer como para las diluciones biopoliméricas, efectuandose tres mediciones de

tiempo por cada dilucion.

Marca de arranque

~{Marca de paro

Figura 36. Determinacion de peso molecular promedio del quitosdn por viscosimetria capilar. a)
Viscosimetro capilar de Ostwald en bafio termostdtico, b) Marcas de inicio y término del viscosimetro.

Con los valores obtenidos, se calcul6 la viscosidad relativa, especifica y reducida de las
soluciones de quitosan (Ecuaciones 1,2 y 3). Posteriormente se grafico la viscosidad reducida en

funcion de las concentraciones para determinar la ecuacion de la recta y por lo tanto obtener la
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viscosidad intrinseca, siendo ésta, la ordenada al origen. EI My del quitosan se determind de
acuerdo con la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (MHS)(Ecuacion 4), la cual da una relacion

entre la viscosidad intrinseca [n] y el peso molecular My, de un polimero.

Nyet = é viscosidad relativa [1]

Donde, n,.; s la viscosidad relativa, t es el tiempo de caida de la solucién de quitosan

(S) y to es el tiempo de caida del buffer (s).

Nsp = t;t" 0ns =Ny —1  Viscosidad especifica [2]

Donde, nsp €s la viscosidad especifica, t es el tiempo de caida de la solucién de quitosan

(S), to es el tiempo de caida del buffer () y nrei €s la viscosidad relativa.

Nreq = % viscosidad reducida [3]

Donde, nred €s la viscosidad reducida (dL/g), nsp es la viscosidad especificay C es la

concentracion de la solucion de quitosan (g/dL).

log [n] — log K)

il =kMg, M, =100""% [4]

Donde; [n] es la viscosidad intrinseca; Mw es el peso molecular promedio viscosimétrico
(Da); y K y o son parametros de Mark-Houwink que dependen de la naturaleza polimero-

disolvente a una temperatura determinada.

Los valores reportados de las constantes K y o para el quitosan en el buffer utilizado (0.3
M CHsCOOH y 0.2 M CzH3NaO; con pH ~ 4.6 a 25°C) son 76.0x10° (dL g?) y 0.76

respectivamente (Kasaai, 2006).
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2.3.5.2. Grado de Desacetilacion (GD).

El grado de desacetilacion (GD) del quitosan se determind por el método de titulacion
potenciométrica. El biopolimero se seco a 105 °C en una estufa hasta peso constante. Una vez libre
de humedad, se pesaron 0.3 g de éste y se disolvieron en 45 mL de HCI 0.2 M bajo agitacion
constante por 24 h y se filtré la solucion. La solucion de quitosan se titulé con NaOH 0.1 M
previamente valorado con biftalato de potasio como patréon primario. La medicion se realizd
empleando un medidor de pH (HORIZON, modelo 5997-20). EI pH metro se calibré con
soluciones buffer estandarizadas de pH = 4,7 y 10; para lograr mediciones precisas. La titulacion
se llevo a cabo midiendo el cambio de pH a razon de mililitro de base afiadido, registrando los
valores de pH en cada adicion hasta llegar a pH~12 (Figura 37); la adicién se realiz6 de forma
lenta y bajo agitacion continua para homogeneizar la solucion y evitar errores debido a la posible

precipitacion del biopolimero (Hidalgo et al.,2008). Se realizaron tres réplicas.

Figura 37. Determinacion del grado de desacetilacion del quitosdn por titulacion potenciométrica

De esta manera, se obtuvo una curva de titulacion (pH frente volumen de base afiadida),
la cual, presenta dos puntos de inflexion: el primero corresponde a la neutralizacion del HCI y el

segundo a la neutralizacion de los iones amonio del quitosan (De Alvarenga, 2011). Por lo tanto,
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la diferencia entre las dos abscisas corresponde a la cantidad de acido requerido para protonar los

grupos amino del quitosano (Cardenas, 2010).

El grado de desacetilacion se determiné empleando la ecuacion 5 (Hernandez et
al.,2009). Los puntos de inflexion de las curvas potenciométricas de las soluciones biopoliméricas
se determinaron de acuerdo con el criterio de la primera derivada utilizando el programa

computacional OriginPro 8.

16.1(y—x)

%NH = f [5]

Donde:

y = punto de inflexion mayor [mL]

X = punto de inflexion menor [mL]

f = molaridad de la solucion de NaOH
w = peso de la muestra [g]

16.1 = valor relacionado con el peso del grupo amino (-NH2)

2.3.6. Obtencion de Extracto de Cascara de Granada (ECG).

Las cascaras de granadas frescas fueron obtenidas como un subproducto de la venta de
los arilos preparados. Se utiliz6 granada variedad Wonderful, proporcionada por un puesto local
en la Ciudad de México. A estas cascaras se les retird el mesocarpo y el endocarpo fibroso, se
partieron en trozos pequefios y se enjuagaron en tres ocasiones con agua. Posteriormente, se

secaron en una estufa a 60 °C durante 72 horas (Figura 38) y luego se trituraron en un molino de
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café marca KRUPS, modelo GX4100. Con el objetivo de homogeneizar el tamafio de particula, se

paso la cascara molida a través de un tamiz.

Figura 38. Secado en estufa de cdscara de granada variedad Wonderful.
2.3.6.1. Extraccion Etandlica
El ECG se obtuvo mediante extraccion convencional sélido-liquido, siguiendo el
método reportado por Coca, 2021 con algunas modificaciones. Para ello, se maceraron 100 g
de céscara de granada seca y molida en 900 mL de etanol, en una proporcién de 1:9 m/v,
durante 3 dias. Este proceso se llevo a cabo en una incubadora agitadora de ambiente
controlado (EDISON. N.J.). Después de este periodo, se realizé el filtrado al vacio utilizando
un embudo Biichner, seguido por la filtracion a través de una membrana Millipore de 0.22 um
(Figura 39a). El extracto resultante fue evaporado en un rotavapor hasta lograr un estado
completamente seco (Figura 39b).
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Figura 39. Extracto etandlico. a) Filtracion ECG por membrana millipore de 0.22um, b) Extracto cdscara
de granada (ECG) evaporado.
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2.3.6.2. Extraccion acuosa

Por otra parte, el extracto acuoso se obtuvo de acuerdo con el método informado por
Gutiérrez et al.,2019, con ciertas adaptaciones. La c&scara de granada seca y molida se mezcl6 con
agua destilada en una proporcion 1:9 m/v, y la mezcla se someti6 a un bafio térmico a 65 °C durante
30 minutos (Figura 40). A continuacion, se procedio a la centrifugacion a 4500 rpm durante 30
minutos a temperatura ambiente. Una vez alcanzado este punto, se separaron los sobrenadantes de
los sedimentos. El sobrenadante resultante fue filtrado al vacio mediante un embudo Biichner y
posteriormente a través de una membrana Millipore de 0.22 um. El extracto obtenido se almacen6

a4 °C en tubos de centrifuga.

Figura 40. Extraccion acuosa cdscara de granada en bafio térmico.

2.3.7. Pruebas in vitro de Comparacién Extractos Cascara de Granada

De cada extracto se tomaron 200 pL y se mezclaron con 20 mL de PDA. Cada mezcla
se vertio en una caja Petri. Luego, en cada caja se coloco un disco de agar de 5 mm de diametro
con micelio del hongo aislado con cinco dias de crecimiento. El grupo control consistié en medio
de cultivo sin ECG. En total, se obtuvieron tres tratamientos que incluyeron los dos extractos y

grupo control. Las cajas con los extractos se incubaron a 25 + 2 °C durante 14 dias; cada dia se
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midié el crecimiento micelial (Figura 41). A partir del crecimiento micelial, se calculo el
porcentaje de inhibicion de dicho crecimiento para cada uno de los tratamientos, utilizando la

ecuacion 6 (Yenjit et al.2010):

ICM (%) = 2= % 100 [6]

Donde: ICM = inhibicién del crecimiento micelial
DCMT = Diametro del crecimiento micelial del testigo [cm]

DCMt= Diametro del crecimiento micelial del tratamiento [cm]

Figura 41. Medicion crecimiento micelial de Colletotrichum.

2.3.8. Sintesis Nanoparticulas de Quitosano (QNP) Cargadas con Extracto de Cascara de
Granada (ECG)

Las nanoparticulas de quitosano se sintetizaron por el método de gelificacion idnica
tomando como base los procedimientos de Soltanzadeh et al.,2021 y Calvo et al., 1997 con ciertas
modificaciones. Ambos métodos utilizaron tripolifosfato de sodio (TPP) como agente de

reticulacion.
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» Metodologia Soltanzadeh,2021

El quitosano (QN) previamente caracterizado, se disolvié en una solucion acuosa de
acido acetico glacial (1% v/v) para obtener una solucion de concentracion final de
0.5% p/v. Luego se agitd magnéticamente durante 24 horas a temperatura ambiente
para lograr una solucion transparente. El pH inicial resultante fue de 3.5, pero fue
ajustado a 4.6 utilizando NaOH 1M. Posteriormente, se filtro al vacio para remover
residuos de particulas insolubles.

A continuacion, se agregd ECG a diferentes contenidos de carga a la solucién de QN
manteniendo las siguientes relaciones QN:ECG 1:0, 1:0.25y 1:0.50, las cuales hacen
referencia a la concentracién del QN. Las soluciones de quitosano que contenian
ECG se agitaron magnéticamente a 500 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente
(23 °C).

Se prepard una solucion madre de TPP en agua destilada con una concentracion de
0.2 % plv, la cual fue filtrada a través de un filtro de jeringa de 0.22 um.
Seguidamente, se ajust6 su pH a 5.6 con HCI 1 My se almacend a 4 °C antes de uso.
Las nanoparticulas de quitosano (QNP) se formaron de manera espontanea al afiadir
gradualmente la solucién fria de TPP a la solucion de quitosano que contenia ECG
(con caudal de 2 mL /min), manteniendo una relacién 1:1, con agitacion vigorosa a
1400 rpm durante 50 minutos (Figura 42a). El sobrenadante se separd para su
posterior analisis, por lo que, las nanoparticulas se centrifugaron a 4500 rpm durante
1 hora 'y las QNP sedimentadas se recolectaron como pelets (Figura 42b), los cuales

se mantuvieron refrigerados para su posterior anlisis.
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» Metodologia Calvo,1997

Las nanoparticulas se prepararon siguiendo las metodologias propuestas por Calvo
et al. (1997) con algunas modificaciones. El quitosano de alto peso molecular se
disolvid en una solucion acuosa de acido acético glacial (1 % v/v) para obtener una
solucion de concentracion final de 0.1 % p/v. Esta solucion se mantuvo en agitacion
por 24 h a temperatura ambiente utilizando un agitador magnético, y se ajusté el pH
a 4.9. Posteriormente, se filtro al vacio la solucion para remover residuos de
particulas insolubles.

Luego, se preparo una solucién de TPP, disolviéndolo en agua destilada hasta obtener
una concentracion final de 0.1% p/v, con la ayuda de agitacion magnética. También
se ajustod el pH a esta solucién a 5.5.

A continuacién, se agregé ECG en diferentes proporciones a la solucion de QN,
manteniendo las siguientes relaciones QN:ECG 1:0, 1:0.25 y 1:0.50; en referencia a
la concentracion de QN. Las soluciones de quitosano que contenian ECG se agitaron
magnéticamente a 500 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente (23 °C). ElI TPP
fue agregado gota a gota utilizando una bureta con un caudal de 2 mL/min a la
solucion de quitosano (Figura 42b), con el fin de obtener las nanoparticulas de QN-
TPP en una relacion QN:TPP 4:1. La mezcla se mantuvo en constante agitacion
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la suspensién resultante
con las nanoparticulas se centrifugé a 4500 rpm por 1 hora. Los pellets obtenidos se

separaron del sobrenadante para su posterior analisis.
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Figura 42. a) Sintesis de nanoparticulas de quitosdn por el método de gelificacion idnica, b)
Nanoparticulas centrifugadas.

Tomando como base los métodos descritos, se llevo a cabo la sintesis de nanoparticulas
bajo condiciones modificadas, con concentraciones de QN al 1% p/vy TPP al 0.3 % p/v, asi como

la modificacion de pH de las mismas a 4.2 y 5.7 respectivamente. En la tabla 7 se resumen las

condiciones empleadas.

Tabla 7. Condiciones de sintesis de nanoparticulas de quitosan portadoras de extracto de
cascara de granada

Variables Condiciones empleadas
Concentracion QN 0.1 % p/v 0.5 % plv 1% plv 0.1 % p/v
Coneentracion 0.1 % plv 0.2 % plv 0.3 % phv 0.1 % phv
pH QN 4.9 4.6 4.2 4.9
pH TPP 5.5 5.6 5.7 55
Relacion QN:TPP 4:1 1:1 1:1 1:1
Relacion QN:ECG 1:0, 1:0.25y 1:0.50
Agitacion 500 rpm 1400 rpm 1400 rpm 500 rpm
Temperatura 23°C 23°C 23°C 23°C
Cautlzial_ 2 mL/min 2 mL/min 2 mL/min 2 mL/min
volumeétrico
. (Soltanzadeh,
Referencia (Calvo, 1997) 2021)
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2.3.9. Caracterizacion de Nanoparticulas de Quitosano

2.3.9.1. Contenido Fenolico Total (CFT).

El contenido fendlico total (CFT) fue determinado utilizando una version modificada
del método de Folin Ciocalteu (Fol-Ci). Inicialmente, se mezclé una alicuota de 125 pL del
reactivo Fol-Ci con 300 pL muestra y 1825 pL de agua destilada, agitando la mezcla durante 5
minutos. Luego, se afiadieron 250 pL de solucion de Na.COsz al 20% p/v y se agitd durante 5
minutos adicionales. Posteriormente, la solucion se dej6 reposar durante 30 minutos en un bafio

de agua a 40°C (Figura 43).

Figura 43. Determinacion de polifenoles totales por método de Folin Ciocalteu

Para cuantificar el CFT, se midié la absorbancia de las muestras utilizando un
espectrofotometro UV-vis (SHIMADZU UV-1601) a una longitud de onda de 765 nm. La cantidad
de ECG se estimd mediante una curva de calibracion [7] previamente reportada por Soltanzadeh,
2021. Para generar esta curva, se utilizaron concentraciones conocidas de acido galico (GA) que
variaron desde 0 hasta 250 pL/mL. Los resultados del contenido fendlico total se expresaron en

mg de equivalente de GA/g de materia seca.
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Y=0.105x + 0.005 R2=0.99 [7]

2.3.9.2. Eficiencia de Encapsulacion (EE).

La eficiencia de encapsulacion (EE) se define como el contenido real de material cargado
en las NP. Se centrifugaron 20 mL de nanoparticulas cargados con ECG sintetizadas bajo las
diferentes condiciones de proceso a 4500 rpm durante 1 hora a 25 °C. El sobrenadante se analiz6
en busca de ECG utilizando espectrofotometria UV-vis con la metodologia reportada para medir
el contenido fendlico total. Para determinar la EE se determind la cantidad inicial de ECG, que era
igual al contenido inicial colocado previo a la sintesis de las nanoparticulas y el ECG libre, es decir
el que no fue encapsulado y se encontraba libre en el sobrenadante. Luego se calcul6 la eficiencia

de encapsulacion utilizando la ecuacion [8]

Cantidad inicial de ECG—Cantidad de ECG libre
= ———— x 100 [8]
Cantidad inicial de ECG

EE
2.3.9.3. Potencial Zeta y Tamafio de Particula.

El diametro medio (DM) y el potencial zeta (PZ) de las QNP recién preparadas con carga
de ECG se estudiaron mediante dispersion de luz dinamica (ZETASIZER PRO, Malvern). Los
valores de PZ de las nanoparticulas muestran el impacto de la carga del material en la carga

superficial de las nanoparticulas, lo que indica la estabilidad de las mismas.

2.3.10. Obtencidn y Seleccion del Mango

Los mangos variedad “Manila” fueron adquiridos en un mercado ambulante de Cuautitlan Izcalli.

Estos frutos se seleccionaron siguiendo las especificaciones para el grado de madurez fisioldgica,
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conforme a lo establecido por la norma NMX-FF-058-SCFI-2006: “Productos alimenticios no
industrializados para consumo humano-fruta fresca-mango (Mangifera indica L.)-
Especificaciones” en cuanto a calibre, forma uniforme y lisa, consistencia firme, sin dafios fisicos
ni interacciones fungicas, ademas de contar con un color de epicarpio verde cenizo con matices
amarillo palido (Figura 44). Los mangos se distribuyeron aleatoriamente en 3 lotes, cada uno con

21 mangos de calibres homogéneos. En total, se destinaron 7 lotes por cada tratamiento:

1. Grupo control: mangos sin recubrimiento.
2. Grupo quitosan compuesto: mangos con recubrimiento de quitosan y glicerol.
3. Grupo quitosdn con nanoparticulas: mangos con recubrimientos de quitosan y

nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de granada.

Figura 44. Mangos variedad “Manila” seleccionados en grado de madurez fisiolégica

2.3.11. Preparacion Recubrimientos

Se elaboraron dos tipos de recubrimientos: quitosdn compuesto y quitosan con
nanoparticulas. Para el primero, se preparé una solucion de quitosano al 1 % p/v (Mv = 277.12
kDa, GD = 68.77 %) en acido acético glacial al 1 %, y se le afiadieron 0.5 mL de glicerol como

plastificante. En cuanto al segundo tipo, se preparé una solucion de quitosan al 1 % bajo las
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condiciones previamente mencionadas, a la cual se le incorporo la solucion de nanoparticulas de

quitosano portadoras del extracto de cascara de granada manteniendo una relacion 4:1 QN:QNP.

2.3.12. Aplicacién de Recubrimientos

Previo a la aplicacion del recubrimiento, los mangos variedad “Manila” fueron sometidos a un
proceso de lavado y desinfeccion mediante una solucion de hipoclorito de sodio al 0.1 %. Luego,
se procedio a su secado antes de sumergirlos individualmente en las soluciones de quitosan. Una
vez recubiertos, los mangos se colocaron sobre rejillas de metal para que escurriera el exceso de
liquido y luego se dejaron secar a temperatura ambiente. Tras el proceso de secado, los mangos

fueron almacenados a una temperatura de 25 + 2 °C (Figura 45).

Figura 45. Aplicacion de recubrimientos en mangos variedad “Manila”. a) inmersion de mangos en la
solucion de recubrimiento, b) secado por conveccion natural, c) grupos de mangos en estudio.

2.3.13. Determinacion de Parametros Fisioldgicos

2.3.13.1. Pérdida Fisiologica de Peso.

La pérdida de peso se determiné por gravimetria, empleando una balanza semianalitica
(marca OHAUS, modelo Scout Pro SP601), y aplicando la ecuacién [9]. Para la medicién se
designaron tres grupos (control, quitosan compuesto y quitosan con nanoparticulas), cada uno

conformado por 3 mangos. Se registraron los pesos de los frutos después se la aplicacion del
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recubrimiento (Figura 46), considerando este valor como el peso inicial. Se llevd a cabo un
seguimiento diario del peso hasta que las pérdidas alcanzaron el 10 %, punto en el cual los frutos

dejan de ser aptos para el mercado.

(Pi—Pf) N

2

%PFP = 100 [9]
Donde:
%PFP = Porcentaje de pérdida fisioldgica de peso

Pt = Peso final [g]

Pi = Peso inicial [g]

Figura 46. Medicion peso del mango.

2.3.14. Determinacion Parametros Fisicoquimicos

2.3.14.1. Solidos Solubles.
El contenido de solidos solubles se midi6 de acuerdo con la norma NMX-FF-058-SCFI-
2006. La mediciéon se realiz6 calibrando el equipo con agua destilada a 25 °C + 2 °C.
Posteriormente, se efectu6 la lectura directa de los °Brix del mango utilizando un refractéometro
manual (marca Vikye 0-32 %), depositando una gota de jugo del fruto sobre la superficie del

refractometro (Figura 47). Se llevé a cabo la prueba en triplicado para cada dia de almacenamiento.

YR




CAPITULO II METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 47. Lectura sélidos solubles en mangos variedad “Manila”

2.3.14.2. pH y Acidez.

Para determinar estos parametros, se tomaron 10 g de pulpa de mango y se
homogeneizaron en 90 mL de agua destilada; la solucion obtenida se filtrd. El filtrado resultante
se utiliz6 para medir el pH mediante un pHmetro (marca HORIZON, modelo 5997-20),
sumergiendo el electrodo para obtener el valor del pH directamente (Figura 48). La prueba se

realiz6 por triplicado para cada dia de almacenamiento.

Figura 48. Determinacion de pH.

La acidez se determin6 mediante titulacion directa, siguiendo el método descrito por la

AOAC, (2000). La titulacion se llevo a cabo utilizando una solucion previamente valorada de
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NaOH 0.1 N (Figura 49). Se tomd una alicuota de 10 mL de la solucion filtrada y se afiadieron 3
gotas de fenoftaleina como indicador. Los resultados obtenidos fueron expresados en porcentaje

de &cido citrico, utilizando la ecuacion [10].

(N)*(v)=(factor de meq de acido citrico) * 100 [10]

% acidez =

m

Donde:

N = Normalidad del NaOH

v = Mililitros de NaOH gastados
m = gramos de muestra

f de meq = 0.064

Figura 49. Determinacion de &cido citrico
2.3.14.3. Indice de Madurez.
El indice de madurez (IM) se expres6 como la relacion de solidos solubles totales/acidez

titulable (Rodriguez-Félix et al., 2005) presentes en el jugo.

2.3.14.4. Color.
Para medir el color del mango, se realizaron mediciones en el epicarpio del fruto (Figura
50a), utilizando la aplicacion Color Grab. Los datos obtenidos por lectura directa fueron

luminosidad (L), a* y b*. Los valores a* en el eje de las abscisas van de los valores negativos para
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el verde hasta valores positivos para el rojo, mientras que los valores de b* en el eje de ordenadas
van de los valores negativos para el azul hasta valores positivos para el amarillo. Por su parte, L
representa la luminosidad desde la reflexion nula (L=0, color negro) hasta la reflexion difusa

perfecta (L=100, color blanco) (Figura 50b).

A partir de los valores de a* y b*, se calculé el &ngulo de tono (H) mediante la ecuacion
[11], que es un valor angular indicativo del cuadrante que corresponde al color de la muestra en
un sistema cartesiano (McGuire,1992). Se realizaron 10 lecturas de color para cada tratamiento

diariamente hasta concluir los dias de almacenamiento.

_1(b"
H = tan™?! (a—) [11]
Galliano = CONVERT & MATCH X -
CCE ... = by e
,.' CIE
¢
Lab L'6(72
Szi’o”g +b

Luv L=672

- /75 &

LCH(uv) L=67.2

N xvz X=0.3367
¥=0.3694
2=01115

XY x=0.4118
y=0.4518

Y=0.3694

VIDEO

A Y=0.62

YUV SDTV Y=062
YUV HDTV ¥=0.63
U=

YCbCr SDTV Y=152

Cb=84_ L= o
Figura 50. a) Medicion de por medio de la aplicacion Color Grab, b) Sistema de color Hunter Lab

2.3.15. Determinacion Parametros Microbioldgicos
2.3.15.1. Severidad de Antracnosis.
La severidad de la antracnosis fue evaluada en términos del porcentaje de area afectada
por el hongo en los frutos. Las lesiones en toda la superficie de los frutos fueron medidas

diariamente durante los 7 dias de almacenamiento. Dado que el fruto del mango tiene una
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envoltura mayoritariamente convexa con una forma predominantemente elipsoidal, para los
propoésitos de este objetivo, se considerd el calculo del area como una elipse, sin tomar en
consideracion las deformaciones en el area vertical y horizontal debido a las curvas inherentes del

fruto. La determinacion del area de los frutos se llevo a cabo midiendo su longitud y anchura.

El célculo del &rea afectada se realiz6 midiendo tanto la longitud como la anchura de las
lesiones (Figura 51). Por lo tanto, el calculo total del area infectada se obtuvo sumando el rea
total de todas las lesiones presentes. La severidad se calculo relacionando el area total del fruto

con el &rea total afectada por las lesiones.

Figura 51. Medicion de las manchas de antracnosis en mangos variedad “Manila”
2.3.16. Analisis Estadistico
Los resultados de los parametros obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias con un nivel de significancia de 5 % aplicando prueba de media Tukey para
establecer la diferencia significativa entre los tratamientos aplicados mediante el programa

estadistico PRISMA.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion del Hongo
Las especies del género Colletotrichum son agentes causales de la antracnosis en una
amplia variedad de hospedantes. C. gloeosporioides y C. acutatum son las principales especies
reportadas que afectan a un gran nimero de hospedantes, entre los cuales se destaca el mango.
Este amplio rango de hospedantes puede deberse a la habilidad del hongo para emplear diferentes
estrategias de infeccion: colonizacion intramural subcuticular o colonizacién intracelular (Rojo et

al., 2017).

Tradicionalmente, la identificacion de las especies del género Colletotrichum se ha
basado en caracteres morfoldgicos que incluyen el tamafio y la forma de los conidios, y apresorios,
la presencia o ausencia de setas, esclerocios, acérvulos, estado teleomorfo; asi como caracteristicas
como el color de la colonia, textura y tasa de crecimiento (Hyde et al.,2009). Por lo tanto, para la
identificacion de la especie se consider6 tanto la morfologia macroscopica como algunas

caracteristicas micromorfoldgicas.

Como se puede observar en la figura 52, la cepa aislada de los mangos infectados se
caracteriz6 macroscopicamente por presentar una textura algodonosa o aterciopelada con la
presencia de anillos concéntricos, un crecimiento irregular de borde indefinido y ondulado, y una
colocacion blanca grisacea que, con el tiempo, desarrollé tonalidades de color anaranjado en el
centro de la colonia. La esporulacion fue abundante, formando una capa visible de esporas de
colores palidos, principalmente en tono anaranjados brillantes. Estas caracteristicas macroscopicas
se presumen que corresponden con la especie Colletotrichum descrita en el estudio realizado por

Rojo, et al. (2017) y Quiros et al. (2013).
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Figura 52. Morfologia de colonias de Colleotrichum de mango variedad “Manila”. a) Secuencia de cajas
involucradas en el aislamiento del hongo Colletotrichum, b) Colletotrichum sembrado por hisopo, c)
Colonia inicial de Colletotrichum en MPDA, d) Colonia aislada de Colletotrichum en PDA, e) Colonia

aislada de Colletotrichum en MPDA .

A nivel microscopico, en la cepa de Colletotrichum, se observaron hifas septadas con
conidiéforos en los extremos de las hifas. Los conidios tenian forma ovoide y se producian en
cadenas ramificadas. Los apresorios presentaban una forma de gancho o garra. Resultados

similares fueron reportados por Miles et al. (2008).

3.2. Caracterizacion Quitosano
3.2.1. Rendimiento
Se extrajo quitosano a partir de exoesqueleto de camardn de acuerdo al procedimiento
previamente descrito. La obtencion del polimero se llevd a cabo en tres procesos:
desmineralizacion, desproteinizacion y desacetilacion. Del 100 % de cascara seca y molida, en el

proceso de desmineralizacion se obtuvo 57.8 % de la materia prima, del proceso de
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desproteinizacion se obtuvo 38.4 % de quitina y finalmente el rendimiento global (RG) del proceso
después de la desacetilacion fue de 31.4 %. De acuerdo con la literatura, el rendimiento ideal en
los procesos de extraccidn a partir de exoesqueletos se encuentra en un rango de 10 a 30% con
respecto al peso inicial (Mahdy et al., 2013), lo que quiere decir que teniendo en cuenta los

resultados obtenidos, esté se encuentra en el rango.

Durante el proceso de extraccion de quitosano, la materia prima pierde peso debido a
que durante la desmineralizacion se remueven los minerales del exoesqueleto de camaron,
principalmente carbonato de calcio y fosfato presente en menor cantidad. Este proceso ocurre de
forma répida y se genera la transformacion de carbonato de calcio en sales solubles y gas CO>
(Romero & Pereira, 2020). Posteriormente en la desproteinizacion se rompe la estructura de la
matriz y se hacen solubles las proteinas, arrastrando consigo grasas y pigmentos (Ramones, 1997;
Conde, 2007; Marmol et al., 2011; Diaz, 2006). Finalmente, en la desacetilacion se hidrolizan los
grupos acetamida de la quitina hasta grupos amino, que es el grupo funcional caracteristico del

quitosano (Martinez, 2009).

El rendimiento de extraccién depende fuertemente de las condiciones de cada proceso,
sin embargo algunos autores recomiendan tener mas de una etapa de desproteinizacion, pero
utilizando concentraciones mas bajas de NaOH, con la finalidad de proteger la estructura nativa

de la quitina, ademas del rendimiento (Romero & Pereira, 2020).

3.2.2. Grado de Desacetilacion (GD)
En la figura 53 se muestran las curvas de titulacion, donde se observa la variacion de pH
de la solucion de quitosano frente al volumen de base afadido; estas presentan dos puntos de

inflexion, x y y. Los valores de estos puntos se determinaron segun el criterio de la primera
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derivada con la utilizacion del programa computacional OriginPro 8 y se muestran en la figura 54.

Los puntos de inflexion menores (x) y mayores (y) extraidos de dicha figura; asi como los pesos

del biopolimero empleados en la preparacion de las soluciones se muestran en la tabla 8.

pH solucion quitosano

— Réplica 1
—— Réplica 2
Réplica 3

T T T
40 80

NaOH 0.1M (mL)

Figura 53. Curvas de titulacion de las soluciones de quitosano

0.6

1era derivada

0.0 H

Réplica 1
—— Reéplica 2
—— Réplica 3

|
I|
%
s AV AV

40 I 80
NaOH 0.1M (mL)

Figura 54. Primera derivada de las curvas de titulacion de las soluciones de quitosano.
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Tabla 8. Puntos de inflexion menores (x) y mayores (y); y pesos del quitosano (w)

Réplica Punto de inflexion | Punto de inflexion | Peso del quitosan,
menor, X (mL) mayor, y (mL) w (9)
Réplica 1 50 63 0.3031
Réplica 2 51 64 0.3050
Réplica 3 51 64 0.3049

Para determinar el grado de desacetilacion (GD) del quitosan obtenido, los valores de la

tabla 8 se sustituyeron en la ecuacion 5, donde la diferencia entre ambos puntos de inflexién

proporciona larazén de la cantidad de acido requerido para protonar los grupos amino del quitosan.

Una vez se obtuvieron los grados de desacetilacidn, se calculd la media aritmética (X), desviacion

estandar (o) y coeficiente de variacion (C.V.) de estos, para asi determinar el GD promedio de

biopolimero (tabla 9).

Tabla 9. Grado de N-desacetilacion (% NH.) del quitosano obtenido de exoesqueleto de

camaron.

Réplica Grado de desacetilacion (%)
Réplica 1 69.05
Réplica 2 68.62
Reéplica 3 68.65
X 68.77
c 0.1960
C.V. (%) 0.28

En la tabla 9, se establecen los grados de desacetilacion, con el fin de conocer el

contenido de grupos aminos presenten en las muestras de quitosano. EI GD promedio del

biopolimero obtenido fue del 68.77+0.19 %.
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El GD es equivalente al porcentaje de grupos amino (NH2) presentes en la cadena
polimérica del quitosano y es la caracteristica que permite la solubilidad de la molécula. De hecho,
el quitosano se define como la quitina que ha sido desacetilada en mas de un 60% (Ramirez,2016;

Arguelles et al., 2004; Khan et al.,2002).

El grado de desacetilacion obtenido (68.77+0.19 %) es consistente con el grado de
desacetilacién (64 %) reportado por Herndndez et.al.,2009 donde se obtuvo quitosano a partir de

exoesqueletos de camardn por via quimica, asi como al reportado por Ramirez, 2016 (64.4 %).

En el quitosano extraido se puede apreciar que la proporcion de grupos amino esta por
arriba de lo minimo para ser considerado quitosano, sin embargo existen quitosanos de alto grado
de desacetilacion, los cuales rondan del 80 a 90 % (Gacen & Gacen,1996); esta diferencia
posiblemente se debe a que este depende mayormente del método de purificacion y las condiciones

de reaccion (Martinez, 2009).

3.2.3. Peso Molecular Promedio Viscosimétrico (Mw)
Para determinar el peso molecular promedio viscoso se utilizd un viscosimetro capilar.
Una vez establecidas las condiciones de trabajo se obtuvieron los tiempos de caida tanto de la
solucion buffer como de cada una de las disoluciones poliméricas, con cinco réplicas, para asi
determinar los parametros viscosimétricos (viscosidad relativa, especifica y reducida) de acuerdo

a las ecuaciones 1,2 y 3 respectivamente.

Los resultados obtenidos de la aplicacion de la técnica de viscosimetria capilar, se
muestran en la tabla 10. En la misma se resumen los tiempos de caida antes mencionados. Estos
tiempos son el promedio de cinco mediciones, ademas se pueden observar los pardmetros

viscosimétricos calculados a partir de dichos resultados.
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Tabla 10. Tiempos de caida; y parametros viscosimétricos de las soluciones de quitosan

Concentracién Tiempo de Viscosidades
quitosan (g*dL™?) | caida (s) el Tesp 1rea (L*gY)
buffer 84.00
0.02 100.67 1.20 0.20 9.92
0.04 120.00 1.43 0.43 10.71
0.06 139.33 1.66 0.66 10.98
0.08 158.00 1.88 0.88 11.01
0.10 179.33 2.13 1.13 11.35
0.12 199.67 2.38 1.38 11.47
0.14 220.00 2.62 1.62 11.56
0.16 242.33 2.88 1.88 11.78
0.18 275.00 3.27 2.27 12.63
0.20 312.33 3.72 2.72 13.59

Se construyo el gréfico de viscosidad reducida (nred) en funcion de la concentracion,
dado que la viscosidad intrinseca es el valor de la viscosidad reducida extrapolada a concentracion
cero. Del mismo modo el valor de la viscosidad intrinseca permitié el célculo del peso molecular
viscosimétrico (Mw). En las figuras 55a, 55b y 55¢ se muestran dichos gréficos, con la diferencia
de que en la figura 56a se muestra el comportamiento de esta variable en todas las soluciones
biopoliméricas y en las figuras 55b y 55c¢ s6lo se muestra en algunas de ellas. Esto se realizé con
el fin de seleccionar el coeficiente de correlacion lineal (R?) que se aproximara mas a la unidad.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la Figura 55b present6 la mayor R? de 0.9748. Por lo
tanto, la viscosidad intrinseca [n] fue de 10.405 dL*g* de acuerdo con la ecuacion de la recta,
misma que se sustituyo en la ecuacion Mark-Houwink-Sakurada (MHS) (Ecuacion 4) para
determinar el peso molecular promedio viscosimétrico (Mw) del quitosan. ElI peso molecular
obtenido fue de 277.12 kDa. Este valor se encuentra dentro del rango reportado (100-600 kDa) de

acuerdo con las condiciones experimentales en las que se trabajo (Kasaai, 2007).
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Figura 55. Viscosidad reducida frente a la concentracion de a) Todas las soluciones de quitosdn; y b) y c)
solo algunas soluciones de quitosadn.
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3.3. Pruebas in vitro Comparacion Extractos Cascara de Granada

Para evaluar el efecto in vitro de los extractos, se realizo la medicion del crecimiento
micelial del hongo. La variable independiente fue la presencia de dos extractos de cascara de
granaday un grupo testigo, mientras que la variable de respuesta fue el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial, calculado durante un periodo de incubacion de 14 dias. En la tabla
11 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos.

Tabla 11. Comparacion de los diferentes extractos empleados en la inhibicion de Colletotrichum
gloeosporioides.

Dia de incubacion Extracto etanélico Extracto acuoso
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10

14

Los resultados de la actividad antifingica de los dos extractos evaluados sobre el
desarrollo micelial de Colletotrichum se presentan en la Figura 56. En el tercer dia de incubacién,
ambos extractos mostraron su mayor porcentaje de inhibicion, alcanzando valores del 50.24 %
para el extracto etanolico y del 46.89 % para el extracto acuoso. Sin embargo, en ambos casos, los
porcentajes de inhibicién disminuyeron a medida que pasaron los dias de incubacion, finalizando
con valores del 10.38 % y 1.25 %, respectivamente. Como se pudo observar, el extracto etandlico
presentd la mayor actividad antifangica, lo cual coincide con el hecho de que el etanol, al ser un
solvente organico mas lipofilico que el agua, tiene una mayor afinidad por los compuestos
lipofilicos presentes en la cascara de granada. Esta mayor capacidad de extraccion por parte del
etanol puede resultar en una concentracion mas alta de polifenoles y flavonoides, los cuales han
demostrado tener propiedades antifingicas en numerosos estudios. Por otro lado, el agua es mas
polar y podria haber extraido compuestos con diferentes perfiles quimicos y, por lo tanto, con una

menor actividad antifungica.
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Figura 56. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Colletotrichum por extractos de cdscara
de granada de Punica granatum en etanol y agua.

La presencia de componentes quimicos como flavonoides, terpenoides, polifenoles y
taninos en el fruto Punica granatum confiere la capacidad de inhibir el crecimiento de las especies

debido a su accion en la célula, especificamente en la membrana celular, precipitando proteinas.

Diferentes autores como Anibal et al. (2013), Scalbert (1991) y Sujanamulk, et al.
(2020) han propuesto diferentes mecanismos de accion de los extractos sobre las células fungicas.

Estos involucran:
I) Inhibicion de enzimas microbianas extracelulares.
I1) Privacion de sustratos e iones metalicos necesarios para el crecimiento.
I11) Alteraciones morfoldgicas, agregacion celular e inhibicion del crecimiento.
IV) Ruptura de las hifas con descamacion.

V) Alteracion en la membrana citoplasmatica.
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V1) Induccién de disfuncién mitocondrial y la sintesis de ARN y proteinas.

Por otra parte, Colletotrichum gloeosporioides ha mostrado una tendencia a presentar
una extraordinaria capacidad de adaptacion y una variabilidad genética elevada. Por lo tanto, la
disminucion de la inhibicion con el tiempo puede sugerir que el hongo desarroll6 resistencia o

adaptacion a los compuestos presentes en el extracto.

3.4.Caracterizacion Nanoparticulas de Quitosano.

3.4.1. Eficiencia de encapsulacion
La eficiencia de encapsulacion constituye un pardmetro critico en la nanoencapsulacion
de compuestos activos, puesto que determina cuénta de la sustancia objetivo se retiene dentro de
las nanoparticulas. Este indicador refleja la capacidad del sistema de encapsulacion para proteger
y entregar eficazmente los compuestos encapsulados. Una alta eficiencia de encapsulacion no solo
aumenta la estabilidad de los compuestos encapsulados, sino que también mejora la precision de
la liberacion controlada, lo que la convierte en una métrica esencial en el disefio de sistemas con

aplicaciones especificas.

En la tabla 12 se presentan los resultados de la eficiencia de encapsulacion obtenida para

las diferentes condiciones de procesamiento empleadas en la sintesis de nanoparticulas de QN.
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Tabla 12. Efecto de las condiciones de sintesis de nanoparticulas de QN sobre la eficiencia de
encapsulacion.

Relaciones Solucién Solucién Relacion |[ ] Extracto mg GA/ Eficiencia de
QN TPP QN:TPP | g de materiaseca | encapsulacion (%)
QTOEZ(;G 0.64 82.22%
- [10.5% [10.2% 11
: pH=4.6 pH=5.6 '
O 2,01 58.00%
0N L8 6.64 37.38%
- [10.1% [10.1% 41
. pH=4.9 pH =55 '
QNl'_OEE:G 11.96 21.17%
oM 8 27.22 57.520
e [11% [10.3% 11
. pH=42 | pH=57 '
Mo 45.44 53.94%
QTOEng 2.40 62.00%
- [10.1% [10.1% 11
. pH=49 | pH=55 '
QNl'_OEé:G 5.44 51.13%

Estos resultados sugieren que las condiciones de proceso, como la concentracion de la
solucion de QN, la relacion QN:TPP vy la relacion QN:ECG, ejercen un impacto en la eficiencia
de encapsulacion de los compuestos del extracto de cascara de granada. En lo que respecta a la
concentracion de QN, se observa que la eficiencia de encapsulacion tiende a aumentar con respecto
a esta, al menos hasta cierto punto. Esto podria deberse al hecho de que una mayor concentracion
de QN proporciona mas sitios para que las moléculas del extracto de cascara de granada se adhieran
durante el proceso de encapsulacion, formando una matriz mas densa y estable. Sin embargo, a

medida que la concentracion de QN se incrementa, la viscosidad del sistema también tiende a
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aumentar, dificultando la dispersion uniforme de los compuestos del extracto de cascara de
granada en la matriz de quitosan, lo que a su vez reduce la eficiencia de encapsulacion. Los
compuestos del ECG podrian enfrentar dificultades para dispersarse en la matriz de quitosan
(Castromonte et al., 2020). Partiendo de lo antes mencionado, la mayor eficiencia de encapsulacion
(82%) se obtuvo utilizando una solucion al 0.5% p/v de QN. Esta concentracién se considera
adecuada ya que equilibra la viscosidad del sistema, lo que favorece la retencion de compuestos

del ECG.

En cuanto a la relacion QN:TPP, este factor también incide en las caracteristicas de las
nanoparticulas. Se sabe que la capacidad del QN para unirse rapidamente al TPP se basa en la
formacion de enlaces cruzados inter e intramoleculares entre los grupos amino y el fosfato. Por
ello, cuando la relacién QN:TPP es alta (es decir, la cantidad disponible de TPP es baja), el TPP
puede producir un entrecruzamiento inter e intramolecular mas rapido con el QN, lo gque resulta
en nanoparticulas mas grandes en comparacion con una relacion 1:1 de QN:TPP, donde se alcanza
un equilibrio mas adecuado para la reaccion de entrecruzamiento. Esto conduce a la sintesis de
QNP mas estables y eficientes en la retencion del extracto. La eficiencia de encapsulacion
disminuyé del 62% al 37.38 % a medida que aumentaba la relacion QN:TPP. En términos

generales, una relacion 1:1 de QN:TPP favorece una mayor eficiencia de encapsulacion.

Con respecto a la relacion QN:ECG, puede observarse que las mayores eficiencias se
obtuvieron al emplear relaciones 1:0.25. Estos resultados podrian deberse a que, al aumentar la
relacion de QN con respecto al ECG, se forman mas interacciones mediante puentes de hidrogeno
con el quitosano, lo que puede resultar en la compactacion de las cadenas del polimero o en una
mayor solubilidad de los compuestos del extracto de cascara de granada en la matriz de quitosan,

lo que facilitaria una dispersion uniforme. Resultados similares han sido reportados por Cliek
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(2012) y Castromonte, et al. (2020), donde relaciones mas altas de agente de recubrimiento en

relacion con el agente activo (1:20) demostraron mayores eficiencias de encapsulacion.

3.4.2. Potencial Zetay Tamafio de Particula

Basandonos en los resultados mencionados, se optd por utilizar en los recubrimientos
aquellas nanoparticulas que mostraron una eficiencia de encapsulacion del 82 %. Estas
nanoparticulas fueron obtenidas mediante el uso de una solucion de QN al 0.5 % p/v, una relacion
QN:TPP de 1:1 y una relacion QN:ECG de 1:0.25. A dichas nanoparticulas se les realiz6 una
evaluacion de la estabilidad coloidal mediante medidas del tamafio de particula y potencial Z (PZ).
En la Figura 57 se exhibe la distribucion de tamafio de particula ponderada por intensidad. Como
se puede observar, las QNP cargadas con ECG presentaron una distribucion de tamafios bimodal,
mostrando tamafios de particula grandes que oscilan entre 782 nm y 800 nm. Esto se debe a que,
al contar con concentraciones de carga elevadas, el ECG podria influir en la expansion de la matriz
de quitosan, desplazando las curvas de distribucion hacia dominios de tamafio de particula mas

grandes.

INTENSIDAD (%)
1

TAMARO DE PARTICULA (nm)

Figura 57. Distribucion de tamafio de particula basada en la intensidad de las QNP portadoras de
extracto de cdscara de granada empleando condiciones especificas de sintesis (Solucion de QN al 0.5%
p/v, relacion QN:TPP 1:1 y relacién QN:ECG 1:0.25)
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La evaluacion del potencial zeta de las nanoparticulas es indicativa de su carga
superficial y, por ende, de su estabilidad (Karlsson et al., 2005). Segun la teoria de Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeook, existe un equilibrio entre las fuerzas atractivas "van derWaals" y las
fuerzas repulsivas "electrostaticas” en la superficie de las nanoparticulas estables debido a su
mayor carga superficial positiva. Por lo tanto, se supone que las cargas superficiales mas elevadas
pueden generar fuerzas electrostaticas repulsivas mas intensas entre las nanoparticulas, lo que evita
su agregacion (Soltanzadeh et al., 2021). Como se muestra en la Figura 58, las QNP presentaron
valores de potencial zeta en el rango de 29.70 a 30.5 mV. Se ha informado que valores de PZ>30
mV corresponden a una alta estabilidad, lo que confirma la formacion de nanocomplejos
espontaneos y estables entre el QN, el TPP y el ECG. Ademas, varios estudios han sefialado que
las nanoparticulas de quitosano que utilizan el TPP como agente reticulante se caracterizan

principalmente por tener un potencial zeta positivo.
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Figura 58. Potencial zeta de las QNP portadoras de extracto de cdscara de granada empleando
condiciones especificas de sintesis (Solucién de QN al 0.5% p/v, relacion QN:TPP 1:1 y relacion QN:ECG
1:0.25).
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3.5. Parametros Fisioldgicos

3.5.1. Pérdida Fisioldgica de Peso

La eleccion de las frutas por parte de los consumidores depende en gran medida de su
apariencia y calidad textural (Nayik & Muzaffar, 2014; Nayik et al., 2015). La alteracion de la
textura de la fruta esta directamente vinculada a la pérdida de agua en su superficie, lo que resulta
en su marchitamiento y compromete su calidad postcosecha. Se ha observado que la pérdida de
peso esta relacionada tanto con la evaporacion de agua en la superficie del fruto como con su tasa
de respiracion (Jitareerat et al., 2007). La determinacidn de este parametro es crucial, ya que una
pérdida de peso del 5 al 10% puede hacer que un producto sea inaceptable desde una perspectiva

comercial (Luna et al., 2006).

En la Figura 59 se presenta el impacto de la aplicacion de recubrimientos de quitosan en
mangos de la variedad "Manila" sobre la pérdida fisiol6gica de peso durante su almacenamiento a
25+ 2°C. Se aprecia un aumento en estas pérdidas tanto en el grupo control como en los lotes con

recubrimiento.

20
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s;i 15 QUITOSANO + GLICEROL
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Figura 59. Efecto de la aplicacion de recubrimiento (QN y QN con QNP) en mangos variedad “Manila” sobre la
pérdida fisioldgica de peso por dia de almacenamiento. Los valores obtenidos son la media de tres réplicas +
desviacion estdndar.
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En la Figura 59 se puede observar que la pérdida de peso del grupo control durante el
primer dia de almacenamiento fue del 2.28 %. Este valor fue incrementandose gradualmente hasta
llegar a un 16.20 % al final del periodo almacenamiento. En contraste, los mangos recubiertos con
una mezcla de QN al 1 % y glicerol presentaron una pérdida inicial de 1.77 %, incrementandose a

valores entre 12.12 % y 12.75 % al séptimo dia de almacenamiento.

Los mangos recubiertos con una combinacion de QN y glicerol mostraron una pérdida
de peso durante el almacenamiento un 21.3% menor en comparacion con el grupo control. Se
observo una diferencia significativa (P<0.5) entre los mangos con este recubrimiento y el grupo
control. Resultados similares fueron reportados por Hernandez en 2015, donde se observd una
reduccién del 20 % en la pérdida de peso de mangos variedad Manila recubiertos con quitosan en
comparacion con el grupo control. Ademas, Kittur en 2001 reporté una significativa reduccion de
la pérdida de peso (30-35 %) en mangos recubiertos con quitosano y almacenados a 27 °C + 2 °C
durante 7 dias. Este efecto positivo de la aplicacion de quitosano en la reduccion de pérdida de
masa puede atribuirse a la estructura densa de los recubrimientos a base de quitosano, que actdan
como barreras semipermeables a los gases, modificando la atmdésfera interna, y reduciendo las
pérdidas por transpiracion a través de las lenticelas y disminuyendo el metabolismo respiratorio
(Mitra & Baldwin, 1997., Mulkar, 2017., Bal, 2013., Plainsirichaia, 2014., Olivas & Barbosa-
Canovas, 2005., Divya et al., 2018). Por el contrario, el grupo control continué perdiendo agua
hacia la atmosfera debido a la transpiracion, lo que resultd en una significativa disminucion de
peso a medida que avanzaba el almacenamiento, lo que a su vez afecta la apariencia y elasticidad

del producto, causando pérdida de turgencia y volviéndolo blando y marchito (FAO, 1987).

Por otro lado, los mangos con recubrimientos de QN y QNP mostraron valores iniciales

de pérdida de peso entre 2.22 %y 2.33 %, aumentando gradualmente hasta alcanzar valores entre
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15.24 % y 15.61 % al final del periodo de almacenamiento. En el tercer dia de almacenamiento,
estos mangos presentaron 6.07 % mayor pérdida de peso que el grupo control, pero al septimo dia,
esta pérdida fue un 3.64 % menor que en grupo control (Figura 59). No se observd diferencia
significativa (P>0.5) entre ambos grupos, lo que sugiere que este recubrimiento no tuvo un efecto
significativo en el control de este parametro durante el almacenamiento. Sin embargo, si se observo
una diferencia significativa (P<0.5) entre los mangos con QNP y los recubiertos con QN y glicerol,
ya que los primeros presentaron un 18.32 % mas de pérdida de peso al séptimo dia (Figura 59). En
el caso de los mangos recubiertos con QN y QNP, la alta concentracion de nanoparticulas y su
tamafo considerable impidieron el intercambio adecuado de gases con el entorno, incluyendo la
entrada de O. y la salida de CO2, que son elementos esenciales en el proceso de respiracion
aerobica (Hagenmaier & Baker, 1993). Ademas, estas nanoparticulas tendieron a bloquear los
poros del fruto, lo que redujo la respiracion del mismo, forzandolo a llevar a cabo la respiracién
anaerobica afectando asi sus procesos fisioldgicos como la respiracion y transpiracion (Mulkay,
2017). La respiracion anaerdbica conduce a la fermentacion, generando una mayor produccion de
compuestos volatiles y subproductos como etanol, acetaldehido y CO- interno (Hatton & Spalding,
1990; Ke & Kader, 1990). Estos compuestos pueden contribuir a una mayor pérdida de peso a
medida que se liberan del mango durante el almacenamiento (Figura 60) y también pueden estar

relacionados con la presencia de sabores desagradables.
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Figura 60. Mangos variedad “Manila” a) grupo control, b) recubrimiento QN mds glicerol y
¢) recubrimiento QN con QNP al tercer dia de almacenamiento.

Por otra parte, el recubrimiento de QN con glicerol disminuy6 las pérdidas por
transpiracion y permitié un intercambio adecuado de gases. Esto se debe a que el glicerol actla
como plastificante, mejorando las propiedades mecanicas del recubrimiento de quitosano. Al
reducir las fuerzas intermoleculares atractivas a lo largo de la cadena de quitosano (Banker, 1966.,

Casariego, 2007), el recubrimiento se vuelve mas permeable al vapor de agua (Garnica, 2001).

En resumen, la pérdida de peso es un parametro crucial en la calidad postcosecha de los
mangos. Los recubrimientos a base de quitosano y glicerol demostraron ser efectivos en la
reduccion de pérdida de peso, mientras que los recubrimientos con QN y QNP tuvieron un impacto
variable. La diferencia en los resultados puede atribuirse a la composicién y estructura de los
recubrimientos, asi como a las interacciones con la atmosfera interna de los mangos. Estos
hallazgos resaltan la importancia de los recubrimientos en la conservacion de los mangos y su

calidad postcoseha.
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3.6. Parametros Fisicoquimicos
3.6.1. Sdlidos solubles
Los sélidos solubles son un parametro fisicoquimico de gran relevancia en los procesos
de maduracion, ya que su aumento tiene un impacto directo en el dulzor del mango y en su calidad

sensorial (Osuna-Garcia et al.,2002).

En la Figura 61 se puede observar el efecto de la aplicacion de recubrimientos en mangos
variedad “Manila” sobre el contenido de sélidos solubles durante un periodo de 7 dias de
almacenamiento. Se aprecia que a medida que transcurren los dias, tanto el grupo control como
los demds grupos muestran un comportamiento similar, caracterizado por un aumento en los

solidos solubles y posteriormente una disminucion de estos valores.
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Figura 61. Efecto de la aplicacion de recubrimientos a base de quitosano en el contenido de sdlidos
solubles de mango variedad “Manila”. Los valores obtenidos son la media de tres réplicas * desviacion
estdndar.

Los valores de sélidos solubles obtenidos para los mangos el dia de la aplicacion de los

recubrimientos, es decir el dia 0, se encontraron en un rango de 17.43 y 18.27 °Brix para todos los

109




CAPITULO 11l RESULTADOS Y DISCUSION

grupos de estudio. En cuanto al grupo control, su contenido de sélidos solubles, que inicialmente
era de 18.27 °Brix, disminuy0 hasta 16.67 °Brix para el séptimo dia de almacenamiento, lo que
representa una reduccion del 8.75 % desde el primer dia hasta el ultimo, alcanzando su maximo

contenido de SST el tercer dia con 18.67 °Brix.

En el caso de los mangos con recubrimiento de QN mas glicerol, se registraron valores
iniciales de 17.43 °Brix, alcanzando 16.33 °Brix al final del almacenamiento, lo que representa una
disminucion del 6.31 % en sélidos solubles. El tercer dia de almacenamiento, se registrd el

contenido maximo de 18.13 °Brix.

Por otra parte, los frutos con recubrimiento de QN y QNP presentaron un contenido
inicial en sdlidos solubles de 17.83 °Brix aumentando 3.47 % para el Ultimo dia de almacenamiento

y alcanzando un contenido maximo de SST de 19.87 °Brix.

Es importante destacar que los recubrimientos no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P>0.05) en el contenido de solidos solubles en comparacion con
el grupo control, ya que ambos exhibieron un comportamiento similar. A primera vista, el
contenido de SST aumentd durante los dias de almacenamiento debido a la maduracién de los
mangos, ya que se produce una alteracion en la estructura de la pared celular y la sintesis del
almiddn, que se degrada en azucares simples (Fennema, 2010). Posteriormente, estos valores

disminuyeron una vez que el fruto alcanzé su madurez debido al proceso de respiracion.

Sin embargo, si se observo diferencia significativa (P<0.05) entre ambos recubrimientos,
lo que indica que los recubrimientos de QN y QNP afectaron de manera distinta la concentracién
de sélidos solubles en los mangos durante el almacenamiento. En lo que respecta a los mangos

recubiertos con QN y glicerol, presentaron valores menores de SST, debido a que el quitosano crea
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una barrera protectora que modifica la atmaosfera interna, reduciendo la concentracion de Oz y COy,
y disminuyendo la respiracion del fruto, lo que inhibe la hidrdlisis del almidén y, como
consecuencia, se observa una baja acumulacion de °Brix manifestandose con un retraso en la

maduracion (Mulkay,2017; Robles-Sanchez et al.,2009; Djioua et al., 2010).

En el caso de los mangos recubiertos con QN y QNP, se aprecia un incremento en SST
debido a la pérdida de agua que ocurri6 durante el almacenamiento, ademas de la solubilizacion
de poliurénidos y hemicelulosas de la pared celular. Estos procesos pueden contribuir al aumento

en la concentracion de sélidos solubles durante el almacenamiento de los mangos.

3.6.2. pHy Acidez
El pH y la acidez son dos parametros altamente variables debido a que los &cidos
organicos presentes en la fruta verde se transforman o degradan a medida que la fruta madura.
Cuando la maduracion del fruto comienza, la glucosa se degrada para iniciar el ciclo respiratorio
de la fruta, lo que conlleva un desplazamiento de los &cidos organicos internos para activar diversas

rutas metabolicas (Quintero, 2013).

El pH esta influenciado por la acidez de valoracion, los tipos especificos de &cidos
organicos presentes en el producto y sus proporciones relativas. ElI pH puede desencadenar
cambios quimicos significativos en la postcosecha, tanto en tejidos frescos como procesados
(Fennema, 2010). EI mango es particularmente rico en &cidos organicos en su etapa

preclimatérica.

El comportamiento del pH en los mangos durante el almacenamiento se ilustra en la
Figura 62. En esta gréfica, se observa un aumento del pH y la modificacion a su comportamiento

debido a los recubrimientos. En el primer dia, los mangos del grupo control presentaron un pH de
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4.03, el cual aumento ligeramente hasta llegar a 5.45 al final del almacenamiento. La Figura 62
muestra los cambios en el pH en los mangos recubiertos con las dos diferentes soluciones. En el
primer dia de almacenamiento, los mangos con recubrimiento de QN con glicerol registraron un
pH de 3.87, valor similar al grupo de mangos recubiertos con QN y QNP, que reporté un pH de
3.77. Al final del almacenamiento, el pH de los primeros aumento ligeramente a 4.47, mientras
que los mangos con QNP mostraron valores de pH entre 3.8 y 4.3. Estadisticamente, no se
observaron diferencias significativas (p=> 0.05) entre ambos recubrimientos, pero si existieron

diferencias significativas (p<0.05) entre ambos recubrimientos y el grupo control.
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Figura 62. Efecto de la aplicacion de recubrimientos a base quitosdn en el pH de los mangos variedad
“Manila”. Los valores obtenidos son la media de tres réplicas + desviacion estdndar.

El comportamiento mencionado anteriormente muestra que los mangos tratados
experimentaron un aumento del pH, sin embargo, el grupo control se mantuvo por encima de estos
valores hasta el final del almacenamiento. Este comportamiento también esta relacionado con la

maduracion de la fruta, que conlleva la pérdida y degradacion de los acidos organicos.
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El cambio de pH registrado en los mangos con recubrimiento de QN Yy glicerol parece
estar vinculado a la utilizacion, en menor medida, de los acidos orgénicos presentes en las vacuolas
de las células de los mangos (Ramoén, 2017; Diaz et al., 2007). Los recubrimientos retardan el
proceso metabolico del acido citrico predominante, lo cual hace que su concentracion disminuya
de manera lenta con la maduracién, provocando un aumento en los valores de pH. En el caso de
los mangos con recubrimiento de QNP, su pH se mantuvo mas éacido durante todo el periodo de
almacenamiento debido a la posible acumulacion de compuestos acidos derivados de la respiracion

anaerobia, lo que podria haber acidificado la atmosfera alrededor de los mangos.

Los resultados del pH concuerdan con lo de la acidez, lo que respalda la nocién de que
los recubrimientos pueden influir en la composicion quimica y la calidad de los mangos durante

el almacenamiento.

En la Figura 63 se visualiza el impacto de los recubrimientos de quitosan en la acidez
titulable de los mangos, expresada en porcentaje de acido citrico. La concentracion de acido citrico
disminuyé a medida que avanzaron los dias de almacenamiento, mostrando el siguiente patron de

comportamiento.

Es relevante resaltar que los mangos que fueron recubiertos, tanto con QN y glicerol
como con QNP, experimentaron un aumento en la acidez titulable desde el dia cero, es decir, desde
el dia que fueron recubiertos al primer dia de almacenamiento. En el caso de los mangos
recubiertos con QN y glicerol, su nivel de acidez se incremento6 en un 42.86 %, mientras que los
mangos con recubrimiento de QNP encapsuladoras de extracto de cascara de granada presentaron

un aumento del 76.92 % (Figura 63). Este fendbmeno podria atribuirse al hecho de que el quitosano,
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al ser soluble en soluciones acidas como es la solucion de acido acético al 1%, puede conferir

acidez a los alimentos donde es utilizado (Mulkay-Viton, 2017).
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Figura 63. Cambios en el contenido de acidez de los mangos en funcidn del tiempo de almacenamiento.
Los valores obtenidos son la media de tres réplicas + desviacion estdndar.

Para el primer dia de almacenamiento (Figura 63), en el grupo control se registré un
contenido de acido citrico de 0.15 %, el cual disminuy6 a 0.04 % en el séptimo dia, manifestando
asi una reduccion del 73.3 % desde el inicio hasta el final del periodo de almacenamiento. En el
caso de los mangos recubiertos con QN y glicerol, se observé un contenido inicial de &cido citrico
del 0.20 %, el cual se redujo a 0.08 % al término del almacenamiento, indicando una disminucién
del 40 %. Por otro lado, los mangos recubiertos con QN y QNP presentaron un contenido inicial
de &cido citrico del 0.23 %, que descendié al 0.15 % en el tercer dia (una disminucion del 34.78
%). Sin embargo, en el séptimo dia, esta acidez aumentd a 0.21 %. Es evidente que los mangos
con recubrimiento de QNP siempre mantuvieron un contenido de acidez mayor en comparacion
con los otros dos grupos (control y QN con glicerol). Esta diferencia podria atribuirse a que la

solucion en la se sumergieron contenia extracto de cascara de granada, que fue encapsulado en las
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nanoparticulas. Ademas, las nanoparticulas conllevan una liberacién controlada del extracto,
principalmente acido elagico, que podria interactuar con los componentes del mango y contribuir
al aumento de la acidez titulable. Los resultados muestran una diferencia estadisticamente

significativa (P<0.05) tanto entre los recubrimientos como entre estos y grupo control.

Segun los resultados obtenidos, los mangos del grupo control siguieron un proceso
normal de maduracion. A medida que avanzaba la maduracion, la acidez de los mangos disminuy6
y el contenido de azlcares aumentd. Esta reduccion de acidez se atribuye a que los acidos
organicos desempefian un papel importante en el metabolismo respiratorio de las frutas, sirviendo
como intermediarios metabdlicos. Por lo tanto, durante la maduracion, los acidos organicos se

utilizan como sustrato respiratorio o se convierten en azlcares (Fennema, 2010; Castillo, 2005).

El recubrimiento de QN con glicerol tuvo un efecto significativo en el contenido de acido
citrico de los mangos. Este recubrimiento crea una barrera fisica que reduce la velocidad de la
respiracion y, por ende, ralentiza la utilizacion de los &cidos como sustrato respiratorio. Como
resultado, la disminucion de la acidez se retarda, conservando asi un sabor agrio en los mangos
durante un periodo de tiempo prolongado. Un fenémeno similar fue reportado por Zambrano et al.

(2011) en mangos "Bocado" con recubrimientos a base de quitosan.

Por ultimo, el aumento en la acidez de los mangos con recubrimientos de QN y QNP al
final del almacenamiento podria ser atribuido a la respiracién anaerdbica a la que estuvieron
expuestos. La respiracion anaerdébica puede desencadenar una serie de procesos metabélicos que
afectan el contenido de acidos en los frutos. La acumulacién de compuestos como etanol y otros
subproductos de la fermentacion, producidos durante la respiracién anaerobica, podria contribuir

al aumento de la acidez titulable en los mangos.
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3.6.3. Indice de Madurez

La relacion entre los solidos solubles totales (SST) y la acidez titulable (AT) se considera
un indice de madurez (IM) en frutas (Garcia, 2014). En este caso, esta relacion se vio mayormente
influenciada por los valores de AT, ya que el contenido de solidos solubles no vari6 practicamente
entre los distintos tratamientos. En el mango, el incremento del indice de madurez se relaciona con
la degradacion de los carbohidratos complejos, lo que contribuye a intensificar la dulzura de los

frutos (Tharanathan et al.,2006).

La Figura 64 ilustra el indice de madurez de los mangos control, los recubiertos con QN
y los recubiertos con QN en combinacién con QNP, almacenados a temperatura ambiente 23 °C +
2 °C. Se observa que los mangos recubiertos con ambas formulaciones presentaron valores
menores de IM durante todo el periodo de almacenamiento, mientras que los mangos del grupo
control mostraron una tendencia continua en aumento, reflejando el proceso continuo de
maduracion. Al realizar el andlisis estadistico correspondiente, se encontr6 que existe una
diferencia significativa (p<0.05) entre los mangos recubiertos con ambas soluciones y el grupo
control, aunque se observa una diferencia significativa (p>0.05) entre estos dos tipos de

recubrimientos.
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Figura 64. Indice de madurez (IM) de mangos variedad “Manila” a 232C + 2°C por 7 dias de
almacenamiento. Los valores obtenidos son la media de tres réplicas * desviacion estdndar.

El comportamiento evidenciado en la Figura 64 puede explicarse de la siguiente manera:
el incremento en el indice de madurez en el grupo control a lo largo del almacenamiento indica
que los frutos maduraron de manera normal, experimentando respiracién e interaccién con el
ambiente sin restricciones, lo que condujo a la hidrolisis de carbohidratos y la disminucion
esperada de los acidos organicos necesarios en ese proceso (Mitra & Baldwin, 1997). Por otro
lado, los mangos recubiertos con QN en combinacién con glicerol y QN con QNP presentan un
IM menor, lo que sugiere que el recubrimiento efectivamente retarda la velocidad de las
reacciones, en particular, se produce una degradacion menor de los carbohidratos complejos como
celulosa, pectina y hemicelulosa, lo que se refleja en un bajo contenido de azlcares solubles.
Ademas, se observa un retraso en la actividad metabdlica de los &cidos organicos, lo que se traduce

en un porcentaje elevado de acidez.
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Ademas de lo mencionado, es relevante destacar que los mangos con recubrimiento de
nanoparticulas mostraron una disminucion en el IM en el cuarto dia de almacenamiento. Este
comportamiento podria estar relacionado con la respiracion anaerobia que ocurrié en los mangos,
dado que la acumulacion de compuestos de fermentacion podria haber afectado negativamente el
proceso de maduracion normal. Ademas, las nanoparticulas y otros componentes del recubrimiento
podrian haber interactuado con los compuestos naturales presentes en los mangos, alterando su
proceso de maduracion. Esto pudo haber resultado en una maduracién més lenta o en un patron de

maduracion diferente en comparacion con los otros grupos.

3.6.4. Color

El color de la céscara de los frutos es un atributo de calidad que influye en las
preferencias del consumidor, creando expectativas en cuanto al sabor, el gusto y la palatabilidad
(Wadhera & Capaldi, 2014). Ademas, sirve como indicador del estado de madurez y la calidad en

proceso de deterioro de los frutos (Castro & Cerquera, 2013).

A continuacion, se presenta la evolucion del angulo de tono (°Hue) tanto en los mangos
con recubrimientos de quitosan como de los mangos control, observandose una disminucion
gradual de este parametro en todos los frutos a medida que transcurren los dias de almacenamiento

(Figura 65).
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Figura 65. Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de quitosdn y quitosdn con QNP en el

dngulo de tono de mangos variedad “Manila”. Los valores obtenidos son la media de cinco réplicas *
desviacion estdndar.

En el primer dia de almacenamiento (Figura 65) los valores del angulo de tono para los
mangos con recubrimiento de QN con glicerol variaron entre 85.45y 87.61 °Hue, mientras que los
mangos con recubrimiento de QNP, los valores oscilaron entre 85.91 y 88.88 °Hue. En contraste,
los mangos sin recubrimiento mantuvieron valores de alrededor de 87.85 °Hue al inicio del
almacenamiento. Con el tiempo, el angulo de tono disminuyé reportando un valor final de 77.37
°Hue, de igual manera los mangos recubiertos mostraron una ligera disminucion al final del
almacenamiento de entre 84.95 y 81.08 respectivamente. Aunque no se observaron diferencias
significativas (p=0.05) entre los dos tipos de recubrimientos, si hubo diferencias significativas

entre los mangos recubiertos y los no recubiertos.

A lo largo del almacenamiento, los mangos recubiertos con ambas formulaciones
mantuvieron un color verde, posiblemente debido a la atmédsfera creada alrededor del fruto, lo que

retrasd su maduracion y, por ende, la aparicion de colores distintos. Los cambios en el color en la
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cascara se deben a la degradacién de las clorofilas provocada por cambios en el pH, el contenido
de acidos y el aumento de procesos oxidativos (Kader & Barrett, 1996; Zaccari et al.,2017), asi
como a la sintesis de carotenoides. La mayoria de los mangos recubiertos mantuvo tonalidades
verdes-amarillas, mientras que los frutos testigo mostraron colores amarillo-anaranjados (Tabla
13) debido a la maduracién, que implico una rapida degradacion de la clorofila y un aumento en
la biosintesis de carotenoides (Knee et al., 2008, Mattoo et al.,1975).

Tabla 13. Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de QN con glicerol y QN con QNP
en mangos de la variedad “Manila”

Dia de Recubrimiento QN Recubrimiento QN
£ Control 3
almacenamiento con QNP

con glicerol

7
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Los resultados antes mencionados concuerdan con los obtenidos en las coordenadas
cromaticas (a*, b*), donde a* es el parametro que mas influye en la maduracién de los frutos, ya
que va desde valores negativos, tonos verdosos, hasta valores positivos, que indican tonos
amarillos. En la Figura 66, se puede apreciar que los mangos control alcanzaron valores en a* de
hasta 10.33, en comparacién de los mangos recubiertos, cuyos valores maximos fueron 4.53 para
los recubiertos con QN vy glicerol, y 5.08 para los recubiertos con QN en combinacion QNP. En
cuanto al parametro b*, que representa tonalidades amarillas (valores positivos) o azules (valores
negativos), los mangos sin recubrimiento oscilaron entre 45.93 y 58.46, mientras que los
recubiertos con QN Yy glicerol alcanzaron valores de hasta 62.24, y los recubiertos con QNP
obtuvieron valores de b* entre 54.9 y 67.99 (Figura 66). No se observaron diferencias
significativas (P>0.05) en los valores de a* y b* entre las muestras recubiertas, pero si en
comparacion con los mangos sin recubrimiento, debido a que los recubrimientos retrasaron la

degradacion de la clorofila y, por ende, el cambio de color.
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Figura 66. Efecto de los recubrimientos comestibles a base de quitosano e incorporados con glicerol y
nanoparticulas encapsuladoras de extracto de cdscara de granada en las coordenadas cromadticas (a*,
b*) de mango “Manila” durante su almacenamiento.
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La Figura 67 muestra el efecto de la aplicacion de recubrimientos sobre el parametro de
la luminosidad en los mangos. Para el primer dia de almacenamiento, el grupo control registré un
valor de L=63.93, mostrando una disminucién del 2.38% en la luminosidad para el ultimo dia de
almacenamiento. Por otro lado, para este dia, los mangos tratados con recubrimiento de QN y
glicerol registraron un valor de L=66.21, mientras que al final del periodo de almacenamiento, los
mangos registraron valores de luminosidad de L= 66.2. Finalmente, los mangos recubiertos con
QN y QNP presentaron valores de L=65.07 el primer dia de almacenamiento, y para el séptimo
dia, esta luminosidad disminuyd en un 1.38%, registrando un valor final de L= 64.17. No se

observaron diferencias significativas entre los frutos recubiertos con respecto al grupo control, ni

entre ellos.
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Figura 67. Efecto de recubrimientos comestibles a base de quitosano e incorporados con glicerol y
nanoparticulas encapsuladoras de extracto de cdscara de granada sobre la luminosidad (L) de mango
“Manila” durante el almacenamiento a 23°C.

Se esperaba que la aplicacion de recubrimientos proporcionara brillo al fruto, pero en
realidad, ocurrié lo contrario. Los mangos recubiertos con ambas formulaciones mostraron valores

de luminosidad inferiores en comparacion con los mangos no tratados. Esto puede atribuirse a una
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reduccién en la disponibilidad de oxigeno del fruto, lo cual esta relacionado con el retraso en su
maduracion y, por lo tanto, con la degradacion y biosintesis de los pigmentos que le dan al mango
sus colores amarillos; lo que hace que prevalezca el color verde de la clorofila. Este fendmeno se
asemeja a lo que se informo en un estudio realizado por Figueroa et al., 2011. En dicho estudio se
explicaba que los recubrimientos en los frutos pueden crear una atmosfera modificada entre la
peliculay la superficie de los mismos, evitando la degradacion de la clorofila, debido a la ausencia

de O; en la atmésfera de almacenamiento.

3.7.Parametros Microbioldgicos
3.7.1. Severidad de Antracnosis
El mango es susceptible a enfermedades, entre las cuales la antracnosis, causada por el
hongo Colletotrichum gloeosporioides, tiene un mayor impacto en la productividad y calidad del
fruto (Santos et al.,2011). La antracnosis se reconoce como la enfermedad mas importante, ya que
se caracteriza por la aparicion de manchas oscuras que dificultan la comercializacion del fruto
(Arias & Carrizales, 2007). La efectividad de los recubrimientos aplicados para controlar la
antracnosis en los mangos variedad "Manila" fue evaluada en relacién al porcentaje de manchas
oscuras, caracteristicas de la enfermedad presentadas durante el almacenamiento, expresado como

el porcentaje de severidad de la antracnosis.

En la Figura 68 se muestra la severidad de la antracnosis en los frutos de mango variedad
"Manila" recubiertos con diferentes formulaciones, asi como en el grupo control. En los mangos
control, se observaron lesiones de antracnosis a partir del segundo dia de almacenamiento, con un
diametro de 1 cm, de color café oscuro casi negro y bordes regulares, lo que corresponde al 0.94
% de severidad. Conforme transcurrieron los dias, estas manchas aumentaron en nimero y tamafio,

fusionandose para formar conglomerados de lesiones con apariencia de salpicaduras o
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escurrimientos. Estas lesiones causaron un necrosamiento que alcanzo aproximadamente el 81.55

% de la superficie de los mangos al octavo dia de almacenamiento.

[Eny

o

o
|

CONTROL
QUITOSANO + GLICEROL
QUITOSANO + QNP

o
|

SEVERIDAD DE LA ANTRACNOSIS (%)
a1
o
1

T T T T T T T
0 1 2 3 6 7 8

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (DIAS)

Figura 68. Severidad de la antracnosis en frutos de mango variedad “Manila” con diferentes
recubrimientos de quitosano y nanoparticulas almacenados a 23 °C + 2 °C. Los valores obtenidos son la
media * desviacion estdndar.

En contraste, los mangos recubiertos con quitosano en combinacién con glicerol
mostraron sintomas de antracnosis a partir del tercer dia de almacenamiento, con una severidad
del 0.23 %, que aument6 al 8.01 % al final del periodo de almacenamiento. Por otro lado, los
mangos recubiertos con quitosan y nanoparticulas portadoras de extracto de cascara de granada se
mantuvieron libres de sintomas de antracnosis desde el primer dia de almacenamiento hasta el
octavo (Tabla 14). La severidad de antracnosis fue un 90.17 % menor en los mangos recubiertos
con quitosano y glicerol en comparacion con el grupo control. Estos resultados mostraron
diferencias significativas (P< 0.05) tanto entre el grupo control y los dos tipos de recubrimientos

como entre los dos recubrimientos.
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Tabla 14. Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de QN con glicerol y QN con QNP
en mangos de la variedad “Manila” sobre la severidad de la antracnosis.

Dia de ool Recubrimiento QN Recubrimiento QN

almacenamiento con glicerol

con QNP

Este comportamiento puede deberse al hecho de que el mango es muy susceptible a
infecciones patdgenas, y su resistencia disminuye gradualmente durante la maduracion. En
general, la antracnosis en el mango comienza como una infeccidn latente que proviene del arbol y

se desarrolla cuando los mangos comienzan a madurar. Por lo tanto, los mangos del grupo control,
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al carecer de un recubrimiento protector, son mas susceptibles a la enfermedad, permitiendo que

el hongo causante de la antracnosis se propague y cause dafio.

En cuanto a los mangos recubiertos con quitosano en combinacion con glicerol, este
recubrimiento redujo significativamente la infeccion por antracnosis. Algunos estudios mencionan
que el quitosano es capaz de liberar productos que podrian interactuar con el ADN flngico,
perturbando la sintesis de proteinas y ARNm (Zakrzewska et al.,2005) o interactuar con las
moléculas cargadas negativamente en las células fungicas, lo que provoca la pérdida de iones y
componentes proteicos (Meng et al., 2008). Otros autores, como Bautista (2006), mencionan que
los recubrimientos de quitosano inhiben el crecimiento e inducen cambios morfoldgicos en la
estructura de las hifas, impidiendo la germinacion de esporas y el crecimiento micelial de los
hongos. Ademas, el recubrimiento retrasa la maduracion del fruto lo que puede inducir su

resistencia contra la infeccidn de patdgenos (Khaliq et al., 2017).

La ausencia completa de sintomas de antracnosis en el grupo de recubrimiento con
nanoparticulas podria deberse a la adicion de un agente antimicrobiano encapsulado en
nanoparticulas de quitosano, que tienen una mayor actividad debido a su pequefio tamafio. La
cascara de granada contiene compuestos fendlicos como el acido elagico, que tienen propiedades
antimicrobianas, antifungicas y antioxidantes. Cuando estos compuestos se liberan de las
nanoparticulas de quitosan, pueden alterar la permeabilidad celular de los cultivos fangicos,
provocando alteraciones morfologicas, estructurales y moleculares en las células flngicas.
Ademas, el menor tamafio de las QNP permite su absorcién por parte de la célula fingica, alterando
asi la integridad de la membrana (Divya et al., 2018). Mohamed & Osama (2017) también
mencionan que las nanoparticulas de quitosano interfieren con los residuos cargados

negativamente de las macromoléculas expuestas en la superficie de las células fungicas, lo que
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provoca la fuga de los electrolitos intracelulares y componentes proteicos. Ademas, los
antioxidantes pueden haber ayudado a preservar la integridad de la piel del mango, impidiendo la

penetracién del hongo.
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CONCLUSIONES
La integracion de tecnologias emergentes, como la nanotecnologia, en los
recubrimientos de frutas se destaca como una prometedora alternativa de conservacion. Esto
permite preservar las cualidades deseadas y la calidad de los productos, lo que es crucial en el

contexto de la industria alimentaria.

La identificacion precisa del patdgeno Colletotrichum gloeosporioides basada
Unicamente en caracteristicas morfoldgicas se revelé como un desafio significativo. Esta dificultad

resalta la necesidad de incorporar técnicas moleculares para una identificacién mas fiable.

Es esencial destacar que las interacciones entre el quitosano, el tripolifosfato de sodio y
el extracto de cascara de granada impactan de manera significativa en la eficiencia de
encapsulacién de compuestos. Esta comprension es crucial, ya que guia el disefio de sistemas de
liberacion de compuestos mas efectivos y estables, con el potencial de mejorar la vida util de los

alimentos funcionales.

Ademas, se comprobd la eficacia del extracto etandlico de cascara de granada en la
inhibicion de Colletotrichum, subrayando la importancia de las técnicas de extraccion adecuadas

para optimizar la eficacia de los recubrimientos.

Es importante notar que las aplicaciones de recubrimientos en mangos variedad
“Manila” tuvieron un impacto significativo en la calidad y vida util de los frutos. El recubrimiento
de quitosano se reveld6 como un método eficaz para retrasar la maduracion de los mangos,
conservando sus atributos deseables durante un periodo prolongado de almacenamiento. Esto

plantea su potencial para extender la vida util de los productos.
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Sin embargo, el recubrimiento de quitosano con nanoparticulas, aungue logro inhibir por
completo la antracnosis, generd problemas de respiracion anaerobia y afectd negativamente la

calidad sensorial.

En resumen, estos hallazgos sientan las bases para futuros avances en la conservacion
de frutas, especialmente en la inhibicién de patégenos postcosecha como Colletotrichum. Esto
tiene un impacto positivo en la industria alimentaria, proporcionando alimentos mas seguros y de
mayor calidad, pero también destaca &reas de investigacion futuras para abordar los desafios

identificados en esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

Como perspectivas para futuras investigaciones se plantean las siguientes:

» Se recomienda la integracion de analisis moleculares en investigaciones posteriores
para lograr una caracterizacion mas profunda de las cepas de Colletotrichum y
entender mejor su potencial de adaptacion. Esto no solo es esencial desde una
perspectiva cientifica, sino también para el desarrollo de un control eficaz de
enfermedades en cultivos agricolas, como el mango.

» Se sugiere explorar fuentes alternativas de quitosano y examinar cdmo las
variaciones en sus caracteristicas pueden afectar la eficiencia de encapsulacién de
nanoparticulas.

» Dado el éxito de las nanoparticulas de quitosan cargadas con extracto de cascara de
granada en términos de eficiencia de encapsulacion y estabilidad coloidal, se propone
llevar a cabo estudios de optimizacion para determinar las condiciones ideales de
sintesis de nanoparticulas con las que se garantice una alta eficiencia de
encapsulacién y estabilidad sin aumentar innecesariamente los costos de produccién.

» Se deben realizar evaluaciones de las cinéticas de liberacion de los extractos de
cascara de granada encapsulados tanto in vitro e in situ, con el fin de comprender
mejor su comportamiento y aplicaciones practicas.

» Se recomienda investigar en profundidad los cambios provocados por los
recubrimientos adicionados con nanoparticulas y buscar soluciones para preservar la
calidad organoléptica de los mangos, al mismo que se mantiene la eficacia en la

inhibicién de antracnosis.
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ANEXOS

ANEXO 1. Gréaficos analisis estadistico de la prueba de diferencia honestamente
significativa de Tukey (Tukey's HSD), los cuales tienen como fin comparar las medias
individuales provenientes de un andlisis de varianza de las muestras sometidas a distintos
tratamientos.

INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP - —eo— :
CONTROL - QUITOSANO + QNP - e
CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL —e—
1 I 1 1
-4 -2 0 2 4

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA PERDIDA DE PESO

Figura 69. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable pérdida
fisiolégica de peso.

INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP - : ° ¥
CONTROL - QUITOSANO + QNP . : |
CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL : e |
I | I 1 1
-3 -2 -1 0 1 2

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA SOLIDOS SOLUBLES

Figura 70. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable sélidos
solubles.
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INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP - —e—
CONTROL - QUITOSANO + QNP - : —
CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL e
i 1 1 1
-0.5 0.0 05 1.0 15

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA pH

Figura 71. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable pH.

INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP - e

CONTROL - QUITOSANO + QNP :

CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL - —e—

T T T 1
-0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA ACIDEZ TITULABLE

Figura 72. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable acidez

titulable.
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INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP

CONTROL - QUITOSANO + QNP

CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL

i T T T T 1
-100 0 100 200 300 400 500

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA INDICE DE MADUREZ

Figura 73. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable indice de
madurez.

INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP - I—Q—l
CONTROL - QUITOSANO + QNP - F ® !
CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL - F ® !
T T T | 1
-8 -6 -4 -2 0 2

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA TONO

Figura 74. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable dngulo de
tono.
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QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP

CONTROL - QUITOSANO + QNP

CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL

INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

T | T T T 1
-2 0 2 4 6

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA LUMINOSIDAD

-4

Figura 75. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable
luminosidad.

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP

CONTROL - QUITOSANO + QNP

CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL

INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

; I I I I 1
o 2 4 6 8 10

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA a*

-2

Figura 76. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable
coordenada cromdtica a*.
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INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% (TUKEY)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP - I—Q—i
CONTROL - QUITOSANO + QNP - F ® !
CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL - b ® !
T L) L) L] I T L) L) L] I T T L] T I
-10 -5 0 5

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA b*

Figura 77. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable
coordenada cromdtica b*.

95% Confidence Intervals (Tukey)

QUITOSANO + GLICEROL - QUITOSANO + QNP -1

CONTROL - QUITOSANO + QNP F ° !

CONTROL - QUITOSANO + GLICEROL - l ° |

0 20 40 60
DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS PARA SEVERIDAD DE ANTRACNOSIS

Figura 78. Prueba de Tukey para mangos sometidos a diferentes recubrimientos de la variable severidad
de antracnosis.
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