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I RESUMEN

RESUMEN

Una de las principales enfermedades postcosecha de la manzana es el moho azul causada por
Penicillium expansum, generando grandes pérdidas y problemas de inocuidad por la produccion
de la toxina Patulina siendo un riesgo para la salud humana. Por lo que el presente trabajo tiene
como objetivo evaluar el efecto de la aplicacion de recubrimientos comestibles a base de
carboximetilcelulosa (CMC) con extracto de sangre de drago (Jatropha dioica) para el control de
Penicillium expansum e inhibicién de la produccion de patulina en manzanas Golden delicious para
evitar problemas de inocuidad durante el almacenamiento de los frutos, para ello la manzana y la
planta de sangre de drago fueron adquiridas en la central de abastos de la Ciudad de México. Se
realizaron peliculas modelo a diferentes concentraciones de CMC (0.5, 0.75 y 1%) y extractos
etandlicos de sangre de drago (1000, 2000 y 3000 ppm) seleccionando a partir de sus propiedades
fisicas: color (luminosidad, croma y tono), transparencia, espesor, y de la propiedad de barrera:
permeabilidad de vapor de agua. En la caracterizacién de las diferentes peliculas, la mejor
concentracién del extracto de sangre de drago fue a 3000 ppm, con mejores resultados en
permeabilidad de vapor de agua y espesores, con valores cercanos a los obtenidos en las peliculas
control. Las pruebas in vitro mostraron que las concentraciones de 2000 y 3000 ppm de extracto
presentaron una inhibicion en el crecimiento micelial de Penicillium expansum del 100%, siendo
de igual forma para las prueba in vitro de las peliculas modelo, por lo que estas concentraciones
se aplicaron al recubrimiento con 0.5% de CMC. Las manzanas seleccionadas fueron lavadas,
desinfectadas y sumergidas durante 4 minutos en una solucién de 0.5% de CMC, 0.5% de Tween
80, 1% de glicerol y adicionada con extractos etandlicos de sangre de drago por separado a 2000
y 3000 ppm y se almacenaron en contenedores limpios (a 14°C, H.R. de 90%) durante 30 dias.
Para evaluar el efecto antifungico de Penicillium expansum, los frutos se golpearon y otros se
picaron, posteriormente se inocularon con el hongo y se incubaron (24 hrs. a 25°C), evaluando su
indice de severidad y porcentaje de infeccién cada 6 dias. La evaluacién de los parametros de
calidad fisicos: color y firmeza; y fisicoquimicos: acidez, pH y sélidos solubles, se realizaron cada
6 dias, a excepcion del parametro fisiolégico (respiracidon) y pérdida de peso que se evaluaron
cada 2 dias. Las caracteristicas sensoriales de las manzanas se evaluaron una vez aplicados los
distintos recubrimientos a los dias 0, 18 y 30 de almacenamiento. Para la evaluacién de la
presencia de la toxina patulina se llevo a cabo por la técnica de cromatografia de capa fina una
vez finalizado el almacenamiento de 30 dias de las manzanas inoculadas con P. expasum. La
aplicacion del recubrimiento de CMC 0.5% adicionado con extractos etandlicos de sangre de drago

a 3000 ppm no afectd a los siguientes parametros: sélidos soluble, acidez, pH, respiracion y color

-
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(Croma, Tono Hue y Luminosidad). En la evaluacion sensorial los panelistas no se percataron de
la aplicacién de recubrimientos con extractos de sangre de drago en los frutos, clasificandolos de
aceptables a buenos. Los frutos sin recubrimiento presentaron mayor porcentaje de presencia de
la toxina patulina con un 80%. Por lo que la aplicacién de recubrimientos con extracto de sangre
de drago puede ser una alternativa tecnoldgica para conservar y evitar la produccion de patulina

del moho azul (P. expansum) en manzanas.

Xi
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I. INTRODUCCION

La manzana es una fruta con alto contenido nutricional, su composicién es principalmente de
agua y carbohidratos sobresaliendo la fructosa, es rica en fibra y vitaminas, es una fuente discreta
de vitamina E. (EROSKY CONSUMER, 2008).

Tanto asi que es una de las cinco frutas de mayor consumo en México con un consumo de cerca
de 800 mil toneladas anuales y el consumo per capita de 7.2 Kg (SHCP, 2014). Debido a su
importancia econdmica, es relevante el control de sus enfermedades que merman su produccion.
Entre éstas, destacando el moho azul ocasionado por Penicillium expansum como una de las
principales enfermedades de postcosecha de la manzana, siendo la causa mas grande de
pérdidas en manzanas almacenadas ocasionadas por lesiones (Vifas et al., 2006). Esta
enfermedad es una preocupacion econdmica para la industria de fruta fresca como también para
la de transformacién de frutas debido a que el hongo Penicillium expansum puede producir la

micotoxina patulina y afectar la calidad de los derivados de la manzana (Hernandez, 2014).

La Food and Drugs Administration (FDA), (2000) establece limites tolerables de patulina de 50
Mg/L en productos como jugo de fruta. La toxicidad que produce esta micotoxina incluye edema
pulmonar, edema cerebral y dafios en el higado, asi como también llegando a ser de caracter
genotodxico, carcinogénico, embriotdxico e inmunotoxico (Puel et al., 2010). Es por eso que para
el control de hongos y pudriciones en algunas frutas y hortalizas se utilizan agentes quimicos
como fungicidas, siendo una practica comun en el control de hongos pero existen actualmente
alternativas diferentes como el uso de extractos vegetales (Guédez et al., 2010). Por ello la
aplicacion del extracto de sangre de drago (Jatropha dioica) como agente antifungico es una
propuesta innovadora de la cual no se tienen reportes anteriores aplicadas a Penicillium

expansum.

Asi mismo el crecimiento de la demanda de alimentos mas sanos, seguros y obtenidos de forma
respetuosa con el medio ambiente, ha llevado a potenciar investigaciones en el ambito de la
industria alimentaria, en este sentido, la tecnologia de los recubrimientos comestibles surge como
una alternativa prometedora para la mejora de la calidad y conservacién de alimentos durante su
procesado y/o almacenamiento (Sanchez et al., 2008). Debido a esto el presente trabajo tiene el
objetivo de controlar el crecimiento del moho azul en manzanas Golden delicious con la aplicacion
de recubrimiento comestible adicionado con extractos etandlicos de sangre de drago para evitar

las pérdidas postcosecha y asi alargar su vida util.

xii
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1. ANTECEDENTES
1.1. Generalidades de la manzana
1.1.1. Origen y taxonomia
La Malus sieversii una especie de manzano silvestre que crece
de forma natural en las regiones montafiosas de Asia media
observada en la Figura 1, esta especie podria haber dado origen

a las primeras razas cultivadas de manzano hace 15.000-20.000

¥ afos. Es originario de la region suroeste de Asia y la region este
Figura 1. Arbol de manzano. de Europa e introducida a Europa por los romanos.
Fuente: Sidra Asturias, (2014). En los tiempos de Julio César, un hombre llamado Matios o
Mato consiguio las mejores manzanas gracias a la creacion de los injertos dando el nombre de

"manzana" a la fruta del manzano que es la modificacion de la palabra "Mazana", nombre latino

del injertador (INFOAGRO, 2011). Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Muchos siglos después cuando llega a ltalia el tomate de Orden- Rosales
América le llamara "pomodoro", que significa manzana de Familia: Rosaceae
oro. Fue asi que posteriormente los espafioles llevaron el Tribu: Maleae
. . . Género: Malus
fruto de la manzana a América en la conquista del mismo
Especie: domestica

(CERESPAIN, 2011). La clasificacion taxonomica del
Tabla 1. Clasificacién taxonémica del

manzano se presenta en la Tabla 1. manzano. Fuente: INFOAGRO,
(2011).
1.1.2. Morfologia, caracteristicas y variedades

Los arboles de los manzanos presentan un ancho en la base de 1,0 a 4,5 m (Jackson y Palmer,
1999). Su habito, bajo condiciones naturales varia de una forma redonda de la copa hasta una

piramidal. Las caracteristicas principales se presentan en la Figura 2.

Porte: Alcanza como maximo 10 a 14 m de altura con copa globosa.

Las ramas se insertan en angulo abierto sobre el tallo, de color verde
oscuro, a veces tendiendo a negruzco o violaceo.

Fruto: Fruto del manzano, de forma globosa de epicarpio delgado,
liso y de color verde claro, amarillo palido o encarnado, mesocarpio
con sabor acidulo o ligeramente azucarado, y semillas pequefas, de
color de caoba a pardo brillante.

Endocarpio

picarpio

" _/
Figura 2.Caracteristicas principales del arbol del manzano. (Continua) Fuente: INFOAGRO, (2011).
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Hojas: Ovales, cortamente acuminadas, aserradas, con dientes
obtusos, blandas, con el haz verde claro y tomentosas.

Flores: Grandes, casi sentadas o cortamente pedunculadas, se
abren unos dias antes que las hojas.

Son hermafroditas, de color rosa palido, a veces blancas y en
numero de 3-6 unidas en corimbo.

Sistema radicular: Raiz superficial.
El arbol tiene una vida de unos 60-80 afos.

- A

Figura 2.Caracteristicas principales del arbol del manzano. Fuente: INFOAGRO, (2011).

La manzana cuenta con mas de mil variedades en todo el mundo, si bien la gama que nos ofrece
el mercado es limitada, ya que tan solo podemos elegir entre poco mas de media docena de
variedades, de las cuales destacan Golden delicious, Red delicious, Roma, Gala, Fuji (UNIFRUT,

2012), sus caracteristicas generales se observan en la Figura 3.

Las variedades que mayormente destacan en nuestro pais por produccién comercial son: La
Golden delicious, cuya cosecha se lleva a cabo entre los meses de agosto a octubre, la Red
delicious en los meses de septiembre a noviembre y la Rome Beauty. Adicionalmente se cultiva

una amplia gama de manzanas criollas (UNIFRUT, 2012).

7

Red Delicious

Golden

Delicious El fruto de buen Roma Fuii
El fruto es || tamafio. Gala Tiene una Fruto de pulpa
grande y dell De color rojo El  fruto con cascara suave firme, crujiente y
color  amarillo | mas o menos || forma de “ |l dulce.
dorado. intenso. corazon. C(_)Illor 00 I solor varia de
Con la came || carne Color  amarillo- g[:l;:tedcuolgeun?/ amarillo-verde
blanca azucarada, anaranjado  con ligeramente con lineas rojas
amarillenta, fija, || jugosa lineas rojas. : a un color rojo
; Jugosa, jugosa. intenso
Jugosa, ligeramente .
perfumada Y |l acidulada y muy
sabrosa. aromatica.

Fuente: BOTANICALONLINE, (2004).
. J\\ J\\ J\. J\.

Figura 3. Caracteristicas generales de variedades de manzanas mas comunes en México.
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1.1.3. Composicién quimica y valor nutricional

Desde el punto de vista nutritivo la manzana es una de las frutas mas completas y enriquecedoras
en la dieta (Tabla 2). Un 84 a 85% de su composicion es agua por lo que resulta muy refrescante
e hidratante. Entre los azlcares, la mayor parte se presenta como fructosa y en menor proporcion,
glucosa y sacarosa, de rapida asimilacion en el organismo, son los nutrientes mas abundantes
después del agua. Es fuente discreta de vitamina E o tocoferol, esta posee accion antioxidante,
interviene en la estabilidad de las células sanguineas como los glébulos rojos y en la fertilidad. Asi
también es rica en fibra, que mejora el transito intestinal y entre su contenido mineral sobresale el
potasio, mineral necesario para la transmision y generacion del impulso nervioso y para la actividad
muscular normal, interviene en el equilibrio de agua dentro y fuera de la célula (EROSKY
CONSUMER, 2008).

Tabla 2. Composicién por 100 g de porcion comestible de Golden Delicious.

Agua (g) 84
Hidratos de carbono (g) 10.5
Fibra (g) 23
Proteinas (g) 0.3
Grasas (g) 0.4
Calorias 40.6

Fuente: EROSKY CONSUMER, (2008).

1.1.4. Importancia econdémica

1.1.4.1. Mercado mundial y nacional
En cuanto a la produccion mundial de manzanas, China encabeza el primer sitio del 2010 al 2013
con un 32% de la produccion mundial total seguida por Estados Unidos con un 4 %, siendo un
88.68% por debajo de China, Turquia y Polonia cada uno el 2 % de la producciéon mundial, mientras
que México esta por debajo de China con un 98.33% por lo que nuestra produccién a nivel mundial

es minima (Figura 4).

Solo alrededor de 10.8% de la producciéon mundial de las manzanas se consiente en los mercados
internacionales, ya que los mayores productores, concentran su produccion para abastecer la
demanda interna de sus paises (FAOSTAT, 2014).
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Figura 4. Produccion mundial de manzana, periodo 2010-2013. Fuente: FAOSTAT, (2014).

Principales paises importadores y exportadores mundiales de manzanas
De acuerdo con cifras del Centro de Comercio Internacional (CCl), el comercio internacional de
manzanas experimentd un alza cercana a 10% entre los afios 2008 y 2012, alcanzando al final del

periodo un volumen alrededor de 8,2 millones de toneladas (Bravo, 2013).

La Federacion Rusa continua siendo el mayor importador de manzanas a nivel mundial, Alemania
es el segundo importador, mientras que El Reino Unido ocupa el tercer lugar, con una participacion
también muy estable. Algunos mercados no tradicionales muestran un aumento de sus
importaciones y estan liderando la expansion de los principales mercados consumidores mundiales
como México, Indonesia, Arabia Saudita, Bielorrusia y Kazajstan que empiezan a ser relevantes.
En el caso de paises exportadores de manzana China es el mayor exportador mundial de
manzanas frescas con una participacién de 12,8% de las exportaciones mundiales. Seguida por

paises como Polonia, Italia y Estados Unidos, Chile se ubica en el quinto lugar (Bravo, 2013).

MERCADO NACIONAL

La Subdireccién de Evaluacion de Programas de FIRA, sefiala que en 2013 la superficie sembrada
de manzana en México ascendié a 62561.81 has, con un crecimiento en la produccion de 36% en
relacion a 2011 (SAGARPA, 2014).

Hasta 201, el volumen de produccion fue de cerca de 600 mil toneladas, sin embargo, en 2012 se

observo una caida del 40% respecto al afio anterior (Figura 5), llegando apenas a las 375 mil
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toneladas, debido a la sequia que predomind en la zona norte y que se reflejé en una caida del
rendimiento desde 10 ton/ha. En 2013, las mejores condiciones climaticas incentivaron una
produccion récord, que de acuerdo con estimaciones de SAGARPA, fue de 867 mil toneladas y un
rendimiento de 14.7 ton/ha (SHCP, 2014). Pero para 2014 México retrocedié 16.4 % con 716865

ton de manzanas (El economista, 2015).
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Figura 5. Produccion nacional de manzanas del 2010- 2013.
Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, SAGARPA, (2014).

Produccién estatal
La manzana es una de las cinco frutas de mayor consumo en el pais. Los principales estados
productores son Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Ledn, Puebla y Querétaro
(SAGARPA, 2014).

La produccion de manzana en Chihuahua, se ha reducido entre 40 y 50%, por problemas de sequia
y heladas tardias, lo que ocasioné un incremento en los precios, informacion del Sistema Nacional
de Informacion e Integracion de Mercados (SNIIM), en septiembre 2012, en centrales de abasto
del pais la manzana Golden delicious y Red delicious mostré un alza en el precio de 33.8 y 20.2%,
respecto al mismo mes 2011, al ubicarse en 26,574 y 24,048 pesos por ton., respectivamente
(SAGARPA, 2014).

En nuestro pais se producen una gran variedad de manzanas, identificandose el Estado de
Chihuahua como principal estado productor de manzanas del pais, 80% de la produccién total
(SHCP, 2014).
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Figura 6. Estados productores de manzana 2009- 2012.

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera, SAGARPA, (2014).

Produccién anual

Chihuahua es el mayor productor de
manzana del pais, entre los afios 2009 y
2012 particip6 en promedio con el 67.4%
del volumen y el 66.5% del valor
generado. Durango, Coahuila y Puebla
son también entidades importantes en el
cultivo de esta fruta y en conjunto
generaron el 25.4% del volumen y el
26.5% del valor (Figura 6) [SHCP, 2014].

A pesar de que la manzana es un cultivo Perenne es decir que se cultiva varias veces durante todo

el afno, la cosecha de manzana se realiza entre mayo y diciembre, sin embargo, el 96% del volumen

producido se concentra en tres meses: agosto, septiembre y octubre (SHCP, 2014).

Observando que en el afo 2013 la cosecha se dio en los meses de julio hasta principios de

noviembre (Figura 7). Siendo septiembre el mes con mayor produccién con un porcentaje mensual

de 46% del total del afio (SAGARPA, 2014).

0% 0% 0% 0% 0% 0%

o o o
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Figura 7. Porcentaje mensual de produccion de manzanas en 2013.
Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, SAGARPA, (2014).

Importaciones

La produccién nacional de manzana nos muestra entonces a este cultivo como estratégico a

mediano plazo y potencial para la sustitucion de importaciones, ya que México requiere adquirir de
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otros paises fruta para satisfacer su mercado interno. EUA es nuestro primer socio comercial
aportando del 94 al 99% de las manzanas importadas, seguido de Chile y Canada (SIAP, 2011),

consolidando a México como el principal destino de las manzanas de los EUA.

Las importaciones en los ultimos 10 afios han sido en promedio de 210 mil toneladas, entre el 21%
y 30% del consumo. En la Figura 8 se muestra del afio 2010 al 2013 las importaciones de México,
para 2012, las importaciones se incrementaron un 16% respecto al 2011, pasando de 198 a 236
mil toneladas, como efecto del desabasto generado por la sequia, lo que se tradujo en un
incremento en precios, en 2013 dada la produccion récord, se supondria un mejoramiento del
abasto nacional, sin embargo, las importaciones no disminuyeron sino que se incrementaron un
17% respecto a 2012, alcanzandose 275 mil toneladas, lo cual ha ocasionado que este 2014 el
mercado se encuentre saturado y los precios desciendan de forma importante. Los productores se
han visto imposibilitados para colocar el volumen adicional de produccion en vista de la mayor
importacién y de la baja capacidad para refrigerar la fruta y evitar inundar el mercado (SHCP,
2014).
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Figura 8. Importaciones de México del afio 2010-2013. Fuente: FAOSTAT, (2014).

(Importaciones) Ton

Exportaciones

México apenas produce la cantidad necesaria para satisfacer las necesidades internas del
consumo del fruto, por lo que sus exportaciones son en pequenas cantidades, siendo EUA el
principal pais donde se llega a exportar las manzanas mexicanas (FAOSTA, 2014), en la figura 9

se puede observar que hay un incremento en las exportaciones del 51% del 2010 al 2011, mientras
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que del 2011 al 2012 desciende estas importaciones un 57% debido principalmente una sequia
que se dio en la zona norte de donde procede la mayoria de la produccion de la manzana en
México (SHCP, 2014), reduciendo asi la produccion en México en el afio 2012 y por tanto la
exportacion de la fruta pero para el afio 2013 mostro un incremento en las exportaciones de

manzanas mexicanas de apenas el 10% con respecto al 2012.
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Figura 9. Exportaciones de México del afio 2010-2012. Fuente: FAOSTAT, (2014).

1.1.5. Plagas y Enfermedades
En Meéxico la presencia de enfermedades y plagas ocasionada principalmente por
microorganismos, otros organismos o deficiencia de un nutriente en el manzano y su fruto genera
grandes pérdidas en la produccion de la manzana, repercutiendo en la economia del pais, por lo
que su conocimiento es fundamental para evitar tales pérdidas. Si bien una planta sufren el ataque
de una plaga o un agente patdgeno, en caso de manzanos y perales en la formacion de sus frutos
estos resultan especialmente vulnerables debido a su alto contenido en azucares y agua por ello
es necesario implementar barreras o trampas que mantengan a los frutos en plena maduracién a

salvo de plagas y enfermedades (Greenwood et al., 2009).

Asi mismo es importante evitar las amenazas de enfermedades durante la postcosecha de las
manzanas, que influye en su mayoria en como son manejados los productos hortofruticolas, por
tanto es necesario entender la naturaleza de los patégenos y fisiologia del producto hospedero
(Sommer et al., 2011).
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A continuacion se detalla las plagas y enfermedades mas importantes en el cultivo de la manzana

(Figura 10), asi como enfermedades postcosecha de manzanas (Figura 11).

~ AGUSANADO (Cydia pomonella).

SINTOMAS:

» Excremento del gusano en la fruta.

« Perforaciones en la fruta, especialmente en el corazén del fruto.
» La putrefaccién asociada a los orificios.

SVOVvild

ARANA ROJA (Tetranychus urticae)
SINTOMAS:

» Pequefios puntos rojos en las hojas y su decaimiento.
« Curvatura de hojas y su caida, en ataques graves puede caer el fruto.

Picado amargo (Deficiencia de calcio en la etapa de crecimiento y desarrollo de la fruta en
el arbol).

SINTOMAS:
* Depresiones de color café y secas que prenetran el fruto.

VILvdOIsid

OIDIO (Phodosphera leucotricha)

§ - SINTOMAS:

* Las hojas estrechas, duras y de color blanco(micelio).

*» La yema de la flor infectada se deforma y florece mas tarde.
* Los frutos pueden emegrecer y deformarce.

MOTEADO (Venturia inaequalis)

* SINTOMAS:

» Manchas oscuras y redondas en las hojas y frutos.
» Decaimiento y caida de flores.

« El fruto se deforma y queda pequefio.

S3AVA3INAFANT

\

Figura 10. Plagas y enfermedades del manzano.  Fuente: Murray y Alston, (2014) y Soljardi (2010).

Podredumbre del corazén o
corazén mohoso

(Géneros Alternaria,

Podredumbre gris
(Botrytis cinerea)

Podredumbre negra
(Alternaria alternata)

La podredumbre es de color
marron palido con margenes
difusos, con desarrollo de
micelio blanquesino a gris.

L /

La podredumbre es de color
marrén oscuro a negro, con
un desarrollo circular y lento,
con desarrollo de micelio
gris y algodonoso.

A\ J

Figura 11. Enfermedades postcosecha de la manzana.

L
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Fusarium y Penicillium)

Podredumbre seca, de color
gris oscuro afecta las
semillas y el corazon del
fruto con consistencia
blanda y acuosa que afecta
la pulpa del fruto.

J

Fuente: Vifas et al., (2006).
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Pero la principal enfermedad postcosecha mas comuin e importante en manzanas es la

podredumbre azul o también denominada moho azul.

Moho Azul

Es una podredumbre blanda, acuosa, en general de color
marron claro, con margen definido, la superficie de la zona
afectada se cubre de un micelio blanquecino cambiando de
color azul o azul-verdosa (Figura 12).

La zona esporulada llega a cubrir toda la zona afectada, con

Figura 12. Manzana infectada de esporulacion abundante y esporas de facil separacion del

Penicillium expansum. ST .
Fuente: Soto, (2014), micelio (Vifas et al., 2006).

Investigaciones en Polonia, Sudéafrica y Estados Unidos demuestran que otras especies de
Penicillium pueden causar una enfermedad similar, pero P. expansum es la causa mas grande de
pérdidas en manzanas almacenadas. A pesar de que las lesiones ocasionadas por el moho azul
empiezan por infecciones de heridas, el hongo en un fruto podrido puede causar anidamiento al
desarrollarse en el tejido sano de los frutos sanos que estén a su alrededor, Penicillium expansum

produce abundantes conidios que son facilmente transportados por el viento (Vifias et al., 2006).

El moho azul coloniza facilmente cortaduras o perforaciones, menos frecuentemente el hongo
coloniza los pedunculos, particularmente los grueso y carnosos, la lenticelas son también
infectadas usualmente después de que sufren alguna herida, aunque también cuando las

manzanas se manejan en agua (Kader, 2011).

1.2. Generalidades del hongo Penicillium expansum
1.2.1. Caracteristicas y condiciones 6ptimas para el crecimiento
Caracteristicas macroscopicas
Las colonias de Penicillium expansum en agar Czapek (CYA) a
25°C crecen rapidamente, alcanzando un diametro de 16 a 34 mm,
presentando una superficie flocosa a fasciculada, con conidios de

color verde azulado a verde (Figura 13), también presenta un

exudado en forma de gota copiosa y clara, el reverso en el agra

Figura 13. Caracteristicas de

CYA es de color crema a amarillo con centro café hasta naranja- Penicillium eél\’(i?sum en agar

café o café oscuro (Frisvad y Samson, 2004). Fuente: Propia.
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]

Caracteristicas microscopicas

—
&

Figura 14. Conidioforos y
conidios de Penicillium
expansum.
Fuente: Méndez, (2003).

El hongo Penicillium expansum presenta estipes de paredes lisas de
200- 500 ym x 3-4 um, rugosas en la parte baja, con conidi6foros
hialinos, septados y principalmente terverticilados, conidios
elipsoidales de paredes lisas de 3.0-3.5 x 2.5-3.0 uym (Figura 14),
con fialides cilindricas y métula cilindrica de 11-15 ym x 3.4 pym

(Frisvad y Samson, 2004).

Penicillium expansum es un psicroéfilo que crece bien a 0°C, pero que
también puede crecer a -2 o -3°C aunque la temperatura 6ptima de

crecimiento es de 25°C y la maxima de 35°C. (Soriano del Castillo,

2007). Tiene una minima actividad de agua (Aw) para la germinacion de 0.82-0.83 y tiene bajo

requerimiento de oxigeno (Funes, 2011), pero la importancia de conocer las condiciones 6ptimas

de crecimiento es que este hongo puede producir la micotoxina patulina durante su crecimiento.

1.3. Micotoxinas

1.3.1. Definicidn y clasificacion

La palabra micotoxina deriva de la

Fase
exponencial

Fase de
adaptacion
(Lag)

Log numero de células viables

Fase
estacionaria

palabra griegas mikes y del latin toxina,

Diferenciacion y esporulacion que significan hongo o mohos y veneno

Las micotoxinas

MA
celular

respectivamente.

pueden ser definidas como
compuestos toxico producidos por
contaminacion de hongos (Back et al.,
2002), estos compuestos que tienen

lugar cuando la fase de crecimiento

(fase exponencial) llega a su etapa final

TIEMPO  =—p

Figura 15. Fases de crecimiento flungico, donde a:
Es la localizacion de las sintesis de micotoxinas.

y durante la fase estacionaria (Figura

15), conocidos como metabolitos

Fuente: Soriano del Castillo (2007).

secundarios, siendo a menudo asociado

con la diferenciacién y la esporulacién. Son moléculas relativamente pequenas (Pm<700). La

mayor parte de estas moléculas se originan en la ruta policetonica. La cadena general policetdnica
del tipo R-CO-CH2-CO-CH2-CO CH>-CO-CH>-CO-SCoA, es de la cual se deriva la mayoria de las

micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007).
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Las micotoxinas son metabolitos fungicos cuya ingestion, inhalaciéon o absorcion cutanea reduce
la actividad, hace enfermar o causa la muerte de animales (sin excluir las aves) y personas (Pitt,
1996).

En cuanto a su clasificacion se puede clasificar de acuerdo a el lugar de procedencia de las
micotoxinas en: toxinas de almacenamiento (aflatoxinas, ocratoxinas) y toxinas de campo (las del
género Fusarium o tricotecenos, patulina) [Rueda, 2006], algunas micotoxinas encontradas en

alimentos observadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Micotoxinas en alimentos.
MICOTOXINA HONGO PRODUCTOR PRESENCIA EN
Penicillium verrucosum

Ocratoxina ) Cereales
Aspergillus ochraceus

Fusarium graminearum
Zearalenona Cereales
F. culmorum

Patulina Penicillium expansum Jugo de manzana

; Fusarium graminearum )
Tricotecenos o Cereales y Harinas
F. verticilliodes

Fusarium verticilliodes
Fumonisinas . Maiz
F. proliferatum

; Asperqgillus flavus
Aflatoxinas . Cereales
A. parasiticus

Fuente: Méndez y Moreno (2009).

Existe la clasificacion realizada por International Agency for Research on Cancer (IARC) en

relacion al poder cancerigeno de las micotoxinas (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de las micotoxinas segun la IARC.

Micotoxinas Grupo
IARC
Aflatoxinas 1
Aflatoxina M1 2B
Citrinina 3
Fumonisina B1 2B
Ocratoxina A 2B
Patulina 3

Fuente: IARC, (1986).

12

Ingenieria en Alimentos



I ANTECEDENTES

Grupos:

o Grupo 1: El agente es carcinégeno en humanos

e Grupo 2A: Agente probablemente carcindgeno en humanos; existe limitada evidencia sobre
humanos pero suficiente con animales.

e Grupo 2B: Agente posiblemente carcindgeno; la evidencia en humanos es limitada y
tampoco hay suficiente evidencia con animales de experimentacion.

e Grupo 3: El agente no es clasificable como carcinégeno para humanos, y no puede incluirse
en otro grupo.

e Grupo 4: el agente probablemente no es carcindgeno en humanos; la evidencia disponible,

tanto de humanos como de experimentaciéon animal (IARC, 1986).

La IARC concluye que no hay evidencia adecuada que demuestre un efecto carcinogénico de la

patulina en animales de experimentacion y no se ha evaluado su efecto en humanos.

1.3.2. Generalidades de Patulina
La patulina es una lactona toxica producida por P. griseofulvum, comun en cereales y nueces, P.
expansum, frecuente en manzanas, P. gladioli y P. sclerotigenum asociado a rizomas y bulbos, P.
claverigenum, P. vulpinum, P. concentricum, P. coprobium, P. glandicola, P. formosanum y P.
carneum (Carrillo, 2003).
Tiene una estructura quimica de 4-hidroxi-4H-furo [3,2-C]
OH piran-2-(6H)-ona (Figura 16) [Carrillo, 2003].

La mayoria de las especies productoras de patulina crecen a

O = O temperatura de refrigeracion (Frisvad y Seifert, 2000). A lo

= o) largo de los afios este compuesto recibié varios nombres

. . segun la fuente, entre otros clavacina, claviformina
Figura 16. Estructura de la patulina 9 ’ ’ ’

Fuente: Carrillo, (2003). expansina (Moss y Adak, 1986).

La patulina aparece fundamentalmente en las frutas infestadas de moho, aunque la presencia de
éste no implica necesariamente la presencia de patulina en una fruta sino que indica que esto es
posible. En algunos casos, el desarrollo de moho en el interior de la fruta puede deberse a los
insectos o a otras invasiones en tejidos por lo demas sanos, lo que tiene como consecuencia la
aparicion de patulina en frutas que externamente no presentan danos. Sin embargo, también se
puede producir patulina en la fruta magullada tras el almacenamiento en atmdsfera controlada y la

exposicién a condiciones ambientales, con y sin pudriciéon del centro (CCFH, 2003).

13
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El rango de crecimiento para la produccion de la patulina es de 0-24°C, la minima de actividad de

agua (Aw) es de 0.99 y es estable en medio acido (Funes, 2011).

1.3.2.1. Toxicologia de la patulina y limites permitidos en alimentos
La patulina es altamente toxica para las células animales y vegetales. Puede reaccionar con los
grupos sulfhidrilo de proteinas y polipéptidos presentes en los alimentos. Se ha observado que
provoca disrupcion de la membrana plasmatica, inhibicion del transporte de aminoacidos
dependiente de sodio, interfiere en la traduccién y la transcripcion, inhibe la sintesis de ADN y de
la intereferén y que produce las células T tipo 1, y produce rupturas persistentes de los enlaces
dobles y simples de la cadena de nucledtidos en E. coli, asi como dafos oxidativos en células
humanas, también pueden inhibir la actividad de numerosas enzimas debido a su afinidad por los
grupos sulfhidrilo y tiene un efecto inhibitorio sobre pardmetros bioquimicos tales como la actividad

ATPasa, alcalina fosfatasa, aldolasa y hexoquinasa (Cano et al., 2014).

La principal afeccion que provoca esta toxina en humanos es alteraciones a higado, nefrona, asi
como desarrollo de carcinomas, se han dado casos de nduseas y vomitos considerada también
inmunosupresiva (Gimeno y Ligia, 2011). En estudios donde la patulina era administrada a dosis
altas durante dos meses en ratones se observd un efecto carcinogénico con la produccién de

sarcomas, pero en estudios con dosis bajas no se observé efecto (JECFA, 2002).

Los efectos adversos gastrointestinales, inmunotdxicos y neurotdxicos producidos por esta
micotoxina en pruebas efectuadas en roedores no se han podido de momento extrapolar en
humanos. Los estudios realizados acerca de la inmunotoxicidad han sido asociados a la ingestidn
de cantidades de patulina que son substancialmente mas elevadas que aquellas a las que
normalmente estan expuestas los humanos (FDA, 2000). En cuanto a la DL50 de la patulina en
ratas es de 15y 25 mg kg-1 si es administrada de forma subcutanea y su muerte se debe a un
edema pulmonar (JECFA, 2002).

La mayoria de la toxina administrada a los animales de experimentacion es eliminada dentro de
las 48 horas por heces y orina, solamente un 2% es metabolizado y aparece asociada a los

eritrocitos (Wouter y Speijers 1989).

Para los limites tolerables en la unién europea el Reglamento (CE) 1881/2006 de la Comision de
19 de diciembre de 2006 es el que establece contenidos maximos para la patulina, entre otros

productos, en el zumo de manzana y los ingredientes de zumo de manzana en otras bebidas,

14

Ingenieria en Alimentos



I ANTECEDENTES

ademas existe un cédigo de practicas de higiene para prevenir y reducir la contaminacion por
patulina del zumo de manzana y los ingredientes de zumo de manzana en otras bebidas, recogido
en la Recomendacién 2003/598/CE de la Comision europea, ademas se investiga en mermeladas
y jugos de manzanas en la Unién Europea (Agencia Espafnola de consumo, seguridad alimentaria
y nutricién, 2015). Estableciendo un valor maximo de 50 pg/Kg en zumos de fruta, zumos de fruta
concentrados y reconstituidos y en néctares de fruta, asi como un valor maximo de 25 ug/Kg en
productos solidos elaborados con manzanas, incluidos la compota y el puré de manzana
destinados al consumo directo, excepto los destinados a alimentacion infantil (Soriano et al., 2002).
Mientras que a nivel internacional como medidas de gestion del riesgo existe un cédigo de
practicas de higiene del Codex Alimentarius que ayuda a disminuir la presencia de los hongos
productores de patulina: Cédigo de Practicas para Prevenir y Reducir la Contaminacién de patulina
en zumo de manzana y derivados (Agencia Espafola de consumo, seguridad alimentaria y
nutricién, 2015). Los limites tolerables de patulina segun la FDA son 50 pg/L en productos como

jugos de fruta (Soriano et al., 2002).

El tratamiento con carbén activado por vapor, reduce hasta un 70% del contenido de patulina en
jugo de manzana de 12°Brix a 55°C (Leggott et al. 2001) y la pasta de manzana pierde hasta el
80% de la toxina por centrifugacion (Bissessur et al. 2001). Sin embargo aun existe presencia de
la toxina en diferentes productos sean o no derivados de la manzana, en la Tabla 5 se observa

algunos de los productos con presencia de patulina.

Tabla 5. Ocurrencia natural de la patulina a nivel mundial.

Producto Positivo /total Concentracion
Manzanas con putrefaccion
o 30/30 1000 - 3000 pg/Kg
visible

Residuos de manzana 30/30 300 pg/Kg

Jugo de manzana 3-100% 140 - 1150 pg/L
Concentrado de jugo de
78-100% 7 -376 pg/L
manzana

Sidra en botellas 28% 24.2 - 35.2 pg/L

Fuente: Fernandez et al., (2010).

En México no existe hasta el momento una normatividad sobre la presencia de la micotoxina

patulina en productos sdlidos o semisélidos comercializados de la manzana, a pesar de ello es
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importante la determinacion de la toxina en productos mexicanos para evaluar su presencia de la

misma.
1.3.2.2. Técnicas de deteccidon de patulina basados en el método cromatografico

La cromatografia se define como un procedimiento de separacién que se fundamenta en los
equilibrios de concentracion de una mezcla de dos o mas compuestos presentes entre dos fases
no miscibles: estacionaria y movil. La elucion a velocidades diferentes de los compuestos

presentes por la fase movil conduce a su separacion (Rouessacy Rouessac, 2000).

Existen diversas técnicas cromatograficas, como la cromatografia de capa fina (Thin Layer
Chromatography: TLC), cromatografia liquida (Liquid Chromatography: LC) y la cromatografia
gaseosa (Gas Chromatography: GC) entre otras, son ampliamente utilizadas para este fin
presentando una mayor sensibilidad en la deteccion de cepas productoras de micotoxinas (Soriano
del Castillo, 2007).

Para la determinacién de la presencia de patulina existen diversos métodos principalmente
aplicado en zumo de manzana. Pero los principales métodos de determinacion de la patulina
utilizados respetan en general el esquema siguiente (Comité del Codex sobre aditivos alimentarios
y contaminantes de los alimentos, 1999):

1 - Extraccion

2 - Purificacion o eliminacién de compuestos indeseables

3 - Concentracion

4 - Determinacion cualitativa y cuantitativa mediante técnicas cromatograficas.

Aun sin embargo es importante destacar que antes de determinar la toxina patulina en productos,

es aun mas importante evitar el crecimiento del hongo productor de la toxina.

1.4. Métodos de conservacion de manzanas
Para la conservacion de manzana existen procedimientos que se basan principalmente en alargar
la vida util y en conservar sus caracteristicas organolépticas, evitando en todo momento el dafio

de la fruta y asi evitar enfermedades postcosecha.

Las tecnologias que se usan e fundamentan en la disminucién de la temperatura y en la
modificacion de su atmdsfera interna (Guerra y Casquero, 2005). A continuacién se muestran los

principales procedimientos de conservacion de la manzana (Tabla 6).
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Tabla 6. Métodos de conservacion de manzanas.
Método Principio

Consiste en exponer el producto a la accidon de las radiaciones ionizantes (radiacion
capaz de transformar moléculas y atomos en iones, quitando electrones) mata las
Irradiacion bacterias dafinas y otros microorganismos que pueden causar intoxicacion
alimentaria, también tiene otros efectos tales como retrasar la maduracion y el brote

en los alimentos de ese modo ayudar a extender la vida util. (EUFIC, 2002).

Consiste en empacar los productos alimenticios en materiales con barrera a la

difusién de los gases, en los cuales el ambiente gaseoso ha sido modificado
Atmosferas o - o ; ;
disminuye el grado de respiracion, reduce el crecimiento microbiano y retrasa el
controladas
deterioro enzimatico con el proposito de alargar la vida util del producto (Ospina y

Cartagena, 2008).

Es una operacién de acondicionamiento que se aplica para la eliminacion rapida del

calor de campo hasta alcanzar la temperatura recomendada para su
Enfriamiento almacenamiento o transporte garantizando que el desarrollo de microrganismos sea
menor, asi como la tasa de respiracion, los cuales son responsables por la pérdida

de calidad y la rapida maduracion de la fruta (Teruel et al., 2003).

Esta consiste en cambiar inicialmente la atmésfera gaseosa en el entorno del

Atmosferas » - ;
. producto, permitiendo que las actividades del producto envasado ocasione una
modificadas L : . ~
variacion del entorno gaseoso en las inmediaciones (Umana, 2011).
Consiste en la conservacién de los productos a bajas temperaturas, pero por encima
de su temperatura de congelacién. De manera general, la refrigeracion se enmarca
Refrigeraciéon entre -1° C y 8° C. De esta forma se consigue que el valor nutricional y las

caracteristicas organolépticas casi no se diferencien de las de los productos al inicio

de su almacenaje (Umana, 2011).

Si bien estos métodos son los mas empleados en la conservacion de las manzanas, han surgido

en escena los recubrimientos comestibles para contribuir y complementar los anteriores.

1.4.1. Generalidades de recubrimientos comestibles

1.4.1.1. Definicién, funciones y propésitos
Un recubrimiento comestible (RC) se puede definir como una matriz continua, delgada, que se
estructura alrededor del alimento generalmente mediante la inmersién del mismo en una solucién
formadora del recubrimiento (Garcia et al., 2010). También definida como una delgada capa de
material protector que envuelve a un alimento y que puede ser consumida como parte del mismo
(Sanchez et al., 2011).
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Las cubiertas o recubrimientos involucran la formacion de una estructura de polimero,
directamente en la superficie del objeto que se pretende proteger o mejorar de alguna manera. De
este modo, las cubiertas llegan a ser parte del producto y permanecen en el mismo durante su uso
y consumo (Krochta y De Mulder, 1997).

Segun Hardenburg (1967), la aplicacion de recubrimientos, para la proteccion de los alimentos con
el fin de prolongar su vida de anaquel no es nada nuevo, menciona que desde los siglos Xll y XII|
en China se utilizaban ceras para recubrir a los citricos retardando su desecacién. En el siglo XVI
sucedia que el recubrimiento de las frutas se llevaba a cabo con parafinas previniendo la pérdida
de humedad del alimento (Labuza y Contreras, 1981). Desde hace mas de 50 afios se ha estudiado
y reportado en la literatura el uso de recubrimientos comestibles, para extender el tiempo de vida

de anaquel, incrementar la calidad debido a la frescura, para productos congelados y procesados
(Kester y Fennema, 1986).

Arblerie T El propdsito de las peliculas y recubrimientos
w es inhibir la migracién de la humedad, el
oxigeno, el diéxido de carbono (Figura 17), de

Gases 0,CO, aromas Yy lipidos o como vehiculo de

ingredientes tales como antioxidantes,
—p Vapor de agua

Recubrimiento -~ antimicrobianos, sabores y/o mejorar la
comestible —> Compuestos arométicos . . o '
integridad o las caracteristicas de manejo del
... Transporte de:
solutos alimento (Kester y Fennema, 1986).
sales

e - aditivos

El principal beneficio de las cubiertas
Figura 17. Principales funciones de los

recubrimientos comestibles. comestibles es que pueden consumirse con
Fuente: Rojas-Grad, (2006). el alimento, proveer de nutrientes
adicionales, mejorar las caracteristicas sensoriales e incluir antimicrobianos que conservan la
calidad (Guilbert y Biquet, 1996). En la Tabla 7 se muestran ejemplos de los recubrimientos

comestibles empleados en manzanas.

Destacando la carboximetilcelulosa (CMC) que es un derivado de la celulosa que ha recibido una
atencion considerable por sus aplicaciones en frutas y vegetales. Su caracter de alta viscosidad
en soluciones diluidas, buenas propiedades formadoras de pelicula e inocuidad, han diseminado
su uso en la industria alimentaria Aguilar-Méndez et al. (2012).
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Tablas 7. Recubrimientos por materiales compuestos en manzanas frescas.

Matriz de la pelicula . » .. i
. Plastificante y aditivos Funcion de la pelicula
comestible
CPS Y APS Glicerol Reduccion de pardeamiento enzimatico
. Mantenimiento de la textura, reduccion de
CPS + CMC Glicerol, AA, AO, CaCl2 ; ;
la tasa respiratoria
APS + cera de abeja Glicerol, AE Reduccion de pardeamiento enzimatico
Puré de manzana + pectina+ ; Reduccion de pérdida de humedad y
. Glicerol, AA, AC ; o
CAB o aceite vegetal pardeamiento enzimatico
. ] Disminucion de la produccion de etileno y
Maltodextrina + MC Glicerol, AA, SP, CaCl2 ) o
pardeamiento enzimatico
Carragenina, pectina, Disminucion de la produccion de CO2 y
. AA, AC, CaCl2, NaCl )
alginato, CM + MGA etileno en un 50-90%
. Barrera a los gases, reduccion de la
Quitosan + CPS CAB o o
pérdida de humedad y efecto antifungico
. Glicerol, aceite de girasol, | Reduccion de la pérdida de humedad,
Alginato, gelano ; o
N-cys manteniendo el color original
CPS: Concentrado de proteina de suero lacteo; APS: Aislado de proteina de suero lacteo; AA: Ac. ascérbico;
AO: Ac. Oxalico; AC: Ac. Citrico; CMC: Carboximetilcelulosa; CaCl2: Cloruro de calcio; N-cys: N-
acetilcisteina; AE: Ac. Estearico; CAB: Cera de abeja; MC: Metilcelulosa; NaCl: Cloruro de sodio; SP:
Sorbato de potasio; MGA: Monoglicérido acetilado; CM: Celulosa microcristalina.

Fuente: Rojas-Gra, (2006).

1.4.1.2. Componentes de formacion de los RC

Krochta et al. (1994) clasifican a los componentes de los recubrimientos comestibles en tres
categorias: lipidos, hidrocoloides y mezclas.
Los hidrocoloides incluyen proteinas, derivados de celulosa, alginatos, pectinas, almidones y otros
polisacaridos. Mencionan también que los lipidos incluyen a las ceras, acilgliceroles y acidos
grasos y las mezclas que contienen componentes lipidicos e hidrocoloides. Mencionan que
dependiendo del tipo de componente dependeran las propiedades de cada pelicula, a continuacion
se mencionan los principales compones empleados en cada uno de los recubrimientos
comestibles:

e RC a base de proteinas: Gelatina, Colageno, Zeina, Proteinas de la leche, Caseina,

Proteinas del suero de leche, Aislados de proteina de soya
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¢ RC a base de polisacaridos: Alginatos, Pectina, Carragenina, Almidén, Dextrina, Celulosa
y derivados

e RC con lipidos y a base de lipidos: Ceras.

Guilbert et al. (1986) menciona que varios materiales pueden ser incorporados dentro de los RC y
tener influencia en las propiedades mecanicas, protectoras y sensoriales. Menciona también que
para incrementar las propiedades organolépticas o nutricionales en los alimentos se pueden
incorporar agentes saborizantes, pigmentos o aditivos nutricionales en los RC o las peliculas

comestibles.

La influencia que tendra el aditivo (Figura 18) en las propiedades de la pelicula dependera en el
grado de concentracién, en la estructura quimica, en el grado de dispersion en la pelicula y en la

interaccion con los polimeros (Corsico et al., 2014).

__la) Plastificantes (ceras, aceites, acidos
grasos).

e b) Conservadores quimicos (acido
Aditivo: benzoico, acido sérbico).

c) Surfactantes y emulsificantes
(grasas, aceites).

Figura 18. Principales aditivos de los recubrimientos comestibles.
Fuente: Rojas-Gra, (2006).

1.4.1.3. Compuestos antifungicos
En la formulacion de los recubrimientos comestibles o peliculas comestibles también se pueden
incorporar productos naturales con actividad antimicrobiana procedentes de plantas, organismos

marinos, insectos o0 microorganismos como alternativas viables al uso de los quimicos de sintesis.

Es conocido que los aceites esenciales, resinas, extractos y especias obtenidos de diferente
procedencia son y fueron utilizados desde la antigledad en gran numero de aplicaciones:

perfumes, ambientadores, cosméticos e incluso farmacos (Sanchez et al., 2008).

Es por eso que los métodos alternativos para el control de enfermedades se han estudiado con

énfasis en nuevos compuestos derivados de fuentes vegetales, como aceites esenciales y
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extractos vegetales, como en el principio de los tiempos, ya que son mas seguros para los
consumidores y el medioambiente, su uso eficaz es contra patégenos resistentes a los plaguicidas

y enfermedades de postcosecha (Villa et al., 2015).

1.4.2. Generalidades de extractos vegetales

1.4.21. Definicién
Los extractos vegetales se definen como un concentrado obtenido por tratamiento de productos
vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol o éter, de elementos solubles,
constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se producen de la

totalidad o de partes de una planta fresca o seca (Ruiz y Susunaga, 2000).

Se sabe que las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si mismas antes de que
el hombre jugara un rol activo en protegerlas (Wilson et al., 1999). Se conoce que sintetizan una
gran variedad de metabolitos secundarios relacionados con los mecanismos de defensa. El
proceso para obtener metabolitos secundarios de los extractos vegetales es variable; se pueden
obtener extractos acuosos (Bautista et al., 2002) o polvos (Bautista et al., 2003), o utilizar otros

disolventes para obtener diferentes compuestos, segun su polaridad (Abou et al., 2002).

Entre los compuestos que sintetizan cada planta pueden tener hasta mas de sesenta componentes
y de ellos puede haber varios con propiedades antifungicas, destacan en su mayoria a los
flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan,
1999). Montes et al. (2000) evaluaron 206 especies vegetales contra 26 especies de hongos
fitopatégenos, y encontraron que entre 32 y 51 % de las plantas evaluadas interactuaban con los

hongos y causaban desde estimulacién biolégica hasta inhibicién total.

Se ha observado que las mezclas de compuestos con propiedad antifungica encontrados en las
plantas pueden afectar a patégenos diferencialmente, ya sea de manera individual o por las
mezclas en determinadas concentraciones y proporciones. Asi mismo, diversos meétodos de
extraccion son estudiados para salvaguardar las propiedades extraidas de la mejor y mas viable

manera posible.

1.4.2.2. Métodos de extraccion
Los métodos de extraccidon se basan en las diferentes solubilidades de los diversos compuestos
encontrados en el material vegetal. (Arévalo y Enciso, 1996) Los principales métodos empleados

en la extraccion de extractos vegetales se pueden observar en la Tabla 8
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Tabla 8. Métodos de extraccion de los extractos vegetales.
Método Breve descripcion

Para sustancias de baja polaridad (lipidos) se utilizan como
solventes el éter de petroleo y cloroformo; para sustancias de
Por solventes ) ) )
mediana y alta polaridad el acetato de etilo, el etanol y la

acetona.

La cual el material seco se sitia en una cdmara central y el
.. . solvente se hace evaporar en caliente, en un recipiente
Extraccion continua en Soxhlet o ;
inferior, el vapor del solvente asciende al condensador y gotea

sobre el material vegetal.

El material vegetal y el solvente se colocan en un balén el cual
. tiene acoplado un refrigerante, se calienta, el solvente
Por reflujo :
evaporado se condensa y vuelve a mezclarse con el material

vegetal

.. . El material se mezcla con el solvente triturado continuamente
Maceracion en frio .
en frio.

Extracciéon de compuestos activos, sabores y especias de
material vegetal es una aplicacion generado disruptes a las
. L. . células vegetales y mejorando la transferencia de masa para
Extraccion asistida por ultrasonidos ) o )
que disponga del material intracelular debido a las ondas
sonoras en el medio liquido. De este modo, se logra una
extraccion mas eficiente y de mayor rendimiento.

Fuente: Arévalo y Enciso, (1996) y Kadkhodaee, (2007).

1.4.3. Generalidades de Sangre de drago

1.4.3.1. Taxonomia, morfologia y caracteristicas
El estudio de la actividad biolégica de algunos compuestos que se encuentran en las plantas que
son extraidos por diferentes métodos, ofrece una oportunidad para descubrir nuevas y eficaces

bioactivos para el control de plagas.

En la zona arida del noreste México, se cuenta con mas de 3,500 especies de plantas medicinales
identificadas y clasificadas (Aguilar et al., 2008), que forman parte de una gran fuente de agentes
antimicrobianos (Castillo et al., 2010). Sin embargo, existe muy poca informacién sobre la
extraccion e identificacién de compuestos fitoquimicos de estas plantas, siendo uno de estos casos

la especie de Jatropha dioica (Wong et al., 2010).
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Jatropha dioica es una planta originaria de México, también comunmente conocida como sangre
de drago, sangre de grado o sangregado, pertenece a la familia de las Euforbiaceas
(Euphorbiaceae); dentro del género Jatropha se clasifican alrededor de 180 especies; el nombre
del género (Jatropha) deriva del griego “iatros” (doctor o sanador) y “trophe” (alimento o nutricion),
que hace referencia a sus efectos terapéuticos; con el nombre de Sangre de drago se conocen
alrededor de una docena de especies en Meéxico, principalmente las especies Jatropha dioica y
Croton draco, la cual también desprende un liquido rojizo al hacerle cortes y pertenece a la misma

familia (Euphorbiaceae) por lo que la confusion suele ser frecuente (Martinez, 2012).

La planta de sangre de drago tiene nombres comunes alrededor de México desde batacora (Baja
California), coatli, dexthi (Hidalgo), drago, felondilla, gualulo (Hidalgo), matacora (Baja California),
pifidn de cerro, sangre de drago (Hidalgo, Valle de México), sangre de grado (Durango, Valle de
México), sangre gaco, sangregada, sangregado (Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora),
sangregrado (Durango, San Luis Potosi, Sonora, Zacatecas), sangregrao, suzi (Oaxaca), tacote
prieto (Sinaloa, Sonora), telondilla (ciudad de México, Hidalgo), tlapalezpatli (nahuatl), torote

amarillo, torote prieto (Baja California) [Manzanero et al., 2009].

Jatropha dioica:

El habitat de esta especie es en climas secos, con suelos muy
pedregosos sobre las sierras, aunque se logra desarrollar en las
faldas de los cerros. Es una especie capaz de crecer en zonas

perturbadas en donde es muy dificil el crecimiento de otras plantas.

Es una planta arbusto semilefiosa, herbacea de tallos carnosos y

flexibles, de color café rojizo, que alcanza hasta 1.5m de altura,
Figura 19. Morfologia de

Jatropha dioica. los nudos, con la punta redondeada, de 2 a 4 cm de largo; contiene
Fuente: Martinez, (2012).

comunmente mide medio metro; hojas agrupadas generalmente en

un liquido incoloro que al estar en contacto con el aire toma un color
rojizo (latex); las flores son pequenas y de color rosa o blancas en grupos observadas en la Figura
24; produce un fruto globoso con una semilla y la raiz es suculenta, las hojas suelen presentarse
durante la época de lluvias frecuente (Martinez, 2012). Es una planta que tiene una raiz tuberosa,
suculenta y rastrera, se han encontrado raices que miden hasta cinco metros alrededor de la planta
(Marquez, 2007).
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Se encuentra principalmente en matorrales xerofilos de
zonas desérticas y semidesérticas, desde Chihuahua
hasta Oaxaca, en un amplio rango altitudinal, desde los 5
hasta los 2 800 m (Rzedowski y Calderdn, 2001). Esta
especie tiene una amplia distribucion en México y se han
registrado usos etnobotanicos en mas de 17 estados
(Figura 20) de la Republica Mexicana (Sanchez, 2012).

Figura 20. Distribucion geografica de
sangre de drago en México.
Fuente: Gonzalez y Sosa, (2003).

1.4.3.2. Propiedades medicinales

La sangre de drago es uno de los medicamentos de uso tradicional de renombre en las diferentes

culturas del mundo. Tiene varias propiedades medicinales como (Garcia, 2009):

Actividad antitumoral y citotoxica
Actividad antihemorragica

Actividad inmunomoduladora
Actividad antidiarreica y antiulcerosa
Actividad analgésica

Actividad antioxidante

Actividad antiinflamatoria

Actividad mutagénica

Actividad cicatrizante

Ademas de estas aplicaciones medicinales, se utiliza como material para colorear, barniz, y

también tiene aplicaciones en la magia popular. Estos jugos y resinas de color rojo se derivan de

una serie de diferentes especies de vegetales. A pesar de su amplia utilizacién, se han realizado

muy pocos estudios cientificos para conocer su verdadero origen, control de calidad y aplicaciones

clinicas. Existen diferentes especies de sangre de drago, asi como diversos componentes

quimicos y usos terapéuticos (Garcia, 2009).

En México, especificamente el mercado de Sonora se anuncia contra la caida del cabello, con el

uso de barnos cuando hay debilidad, dolor de rifiones, y problemas con la digestion. Asi mismo se

utiliza en el uso para afecciones de la piel, del tejido subcutaneo y problemas odontolégicos, por

medio de una infusidn que se aplica externamente (Manzanero et al., 2009). En cuanto la toxicidad
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de Jatropha dioica es considerada muy baja en bajas concentraciones, sin embargo en altas [ ]

puede producir el aborto en ratones embarazadas (Martinez, 2012).

1.4.3.3. Composicion quimica de sangre de drago
Jatropha dioica es una especie muy poco estudiada. Las unicas investigaciones que existen se
han hecho por cientificos mexicanos en colaboracion con extranjeros, siendo relativamente
antiguas (Wong et al., 2010). Vargas y Trejo, (2013) realizaron la identificacion por cromatografia
(HPLC) de los principales componentes del extracto etandlico de sangre de drago mostrando los
resultados en la Figura 21. Los componentes principales se muestran sus caracteristicas en la
Tabla 8.

PDA - 214nm

0.125 — evaporados
' evaporados10-24-2012 12-31-44 PM-Rep2 dat 1.- ACIDO VANILICO

0,100 . 2.- ACIDO TARTARICO
: . 6 3.- ACIDO CITRICO
4.- NARINGINOL
5.- RESORCINOL
6.- RESVERATROL

0.075
0.050

B
0.025 s‘

0.000

AU

7.5 8.0 85 9.0 9.5 0.0 105 110 M5 120 125
Minutes

Figura 21. Electroferograma de la identificacién de los compuestos del extracto etandlico de sangre de
drago (Jatropha spp.).
Fuente: Vargas y Trejo (2013).

Mientras que la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana (BDMTM), (2009) menciona
que han identificado tres diterpenos de la raiz de Jatropha dioica Cerv. Entre los diterpenos, se
encuentran el riolozatriona, la citlalitriona, el Jatropholona B y B-Jatrophona (Tabla 8), ademas de
un esteral, el B-sitosterol, resina, saponinas, alcaloides, acido oxalico y acido elagico (Sanchez,
2012).
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Tabla 9. Caracteristicas de los componentes de sangre de drago.

Componente

Composicion quimica

Breve descripcion

Localizacion
en la planta

Resorcinol HO OH

Compuesto que comparte muchas
caracteristicas con el fenol. Empleado
en la industria farmacéutica como
antiséptico dermal.

Resveratrol

Compuesto miembro de un grupo de
compuestos  vegetales llamados
polifenoles. Con propiedades
antioxidantes y producido por la planta
como defensa ante ataques fungicos.

B-Jatrofona

Diterpeno macrociclico, que posee
multiples actividades biolégicas como
citotoxicidad, inhibicion de las células
tumorales y efectos gastroprotectores
en ratas.

Raiz

Citlalitriona

Un compuesto derivado de un
epoxitriona desconocido del diterpeno,
estrechamente relacionada a
jatrofatrion/jatrofon.

Raiz

Riolozatriona

Diterpeno que ha mostrado actividad
antibidtica frente a S. aureus.

Raiz

B-sitosterol

Compuesto quimico que pertenece al
grupo de los fitosteroles, que se
encuentran de forma natural en las
plantas. Su estructura quimica es muy
similar a la del colesterol. Es
extremadamente insoluble en agua y
pobremente soluble en lipidos. Ha
demostrado tener actividad
quimioprotectora.

Raiz

Acido 0
oxalico

Es un acido organico carboxilico, con
presencia natural en vegetales,
principalmente en las espinacas.

Raiz

Acido
elagico

Es un polifenol que protege a muchas
plantas contra la luz
ultravioleta, virus, bacterias
y parasitos, es un antioxidante natural.

Tallos y latex

Ingenieria en Alimentos
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Aguilera et al., (2008) cuantificaron uno de los taninos presentes en Jatropha dioica,
especificamente el acido elagico, reportando una concentracion de 0.81 mg/g de planta por lo que
puede ser considerada como una importante fuente alternativa de dicho compuesto debido a sus
propiedades relacionadas a la salud, como acciones antiesteroescleréticas, propiedades
anticarcinogénicas. Las partes de donde se extraen los taninos son muy variadas, pero
principalmente es en la corteza y en la madera de las plantas dicotiledéneas de donde es extraida
(Olivares, 1983). Y cuanto mas calido el clima, tanto mayor es la cantidad de extracto curtiente
(Lopez y Mendoza, 2000).

El género Jatropha ha sido identificado como un género rico en terpenos (Devappa et al., 2011),
en la actualidad han sido aislado cerca de 68 diterpenos, cuya actividad biolégica varia desde
actividad antitumoral y antimicrobiana in vitro y en su mayoria muestran actividad citotéxica,
algunos otros compuestos muestran actividad antitumoral (Seigler, 1994; Devappa et al., 2011). A
pesar de que esta planta contiene acido elagico, se podria suponer que éste no es uno de sus
compuestos principales debido a las bajas concentraciones en las que se encuentra. Esto realza
todavia mas la importancia de la investigacién de Jatropha dioica al pensar en la presencia de

compuestos distintos aun sin explorar y con mayor relevancia (Wong et al., 2010).

Se ha demostrado que extractos acuosos de la raiz ejercen una actividad antibiética contra
Staphylococcus aureus (BDMTM, 2009). Ortiz et al., (2003) refieren la actividad antibacteriana de
la sangre de grado. En otro estudio la especie Jatropha dioica present6 actividad antimicrobiana
contra Trichophyton rubrum y Aspergillus niger, asi como contra las bacterias Gram +

Staphylococcus aureus y Salmonella typhi (Sanchez, 2012).
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2. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL. Evaluar el efecto de la aplicacion de recubrimientos comestibles a base
de carboximetilcelulosa (CMC) con extracto de sangre de drago para el control de Penicillium
expansum y la inhibicion de la produccion de patulina en manzanas Golden delicious para evitar

problemas de inocuidad durante el almacenamiento.

Objetivo Particular 1. Determinar la actividad antifungica de extractos etandlicos de sangre de
drago por medio de pruebas in vitro que permita establecer la concentracion de extracto que inhiba

el crecimiento de Penicillium expansum.

Objetivo Particular 2. Elaborar peliculas modelo a base de CMC (0.5, 1, 1.5 %) en diferentes
formulaciones adicionadas con extracto etandlico de sangre drago y seleccionar las que presenten
mejores propiedades fisicas y de barrera, para su aplicacién como recubrimiento en manzanas

Golden delicious.

Objetivo Particular 3. Realizar pruebas in vitro de las peliculas comestibles adicionadas con
extracto etandlico de sangre de drago con mejores propiedades fisicas y de barrera para evaluar

la inhibicién del crecimiento micelial del Penicillium expansum.

Objetivo Particular 4. Evaluar el efecto de la aplicacién de recubrimientos comestibles
adicionados con extracto etandlico de sangre de drago sobre los parametros fisicos, fisioldgicos,
fisicoquimicos y caracteristicas sensoriales de manzana Golden delicious almacenada en

refrigeracion.

Objetivo Particular 5. Evaluar la efectividad del recubrimiento comestible a base de extracto de
sangre de drago sobre el control de la podredumbre y la produccion de patulina en manzanas
Golden delicious por cromatografia de capa fina, desarrollando asi una nueva formulaciéon de
recubrimiento comestible para el control de enfermedades postcosecha de P. expansum en

manzanas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cuadro metodolégico

PROBLEMA: Evitar el crecimiento de Penicillium expansum con recubrimiento comestibles CMC adicionado
con extractos etandlicos de sangre de drago ya que se existe formacion de Patulina por el hongo

Penicillium expansum en manzanas Golden delicious y sus productos.

2

OBJETIVO GENERAL. Evaluar el efecto de la aplicacion de recubrimientos comestibles a base de carboximetilcelulosa
(CMC) con extracto de sangre de drago para el control de P. expansum y la inhibicion de la produccién de patulina en
manzanas Golden delicious para evitar problemas de inocuidad durante el almacenamiento.

v

¥

¥

¥

!

OBJETIVO
PARTICULAR 1:
Determinar la
actividad
antifungica de
extractos
etandlicos de

sangre de drago
por medio de
pruebas in vitro

OBJETIVO
PARTICULAR 2:
Elaborar peliculas
modelo a base de
CMC (0.5, 1, 15
%) en diferentes
formulaciones
adicionadas con
extracto etandlico
de sangre drago y

OBJETIVO
PARTICULAR 3:
Realizar pruebas
in vitro de las
peliculas
comestibles
adicionadas con
extracto etandlico
de sangre de
drago con mejores

OBJETIVO
PARTICULAR 4:
Evaluar el efecto
de la aplicacion de
recubrimientos
comestibles
adicionados con
extracto etandlico
de sangre de
drago sobre los

OBJETIVO
PARTICULAR 5:
Evaluar la

efectividad del

recubrimiento

comestible a base
de extracto de
sangre de drago
sobre el control de
la podredumbre y

que permita seleccionar las propiedades parametros la produccion de
establecer la que presenten fisicas y de barrera fisicos, patulina en
concentracién de mejores para evaluar la fisiologicos, manzanas Golden
extracto que inhiba propiedades inhibicion del fisicoquimicos vy delicious por
el crecimiento de fisicas y de crecimiento caracteristicas cromatografia de
Penicillium barrera, para su micelial del sensoriales de capa fina,
expansum. aplicacion  como Penicillium manzana Golden desarrollando asi
recubrimiento en expansum. delicious una nueva
manzanas Golden almacenada en formulacion de
delicious. refrigeracion. recubrimiento
comestible para el
control de
enfermedades
postcosecha de P.
Actividad 1.1: Actividad 2.1: Actividad 3.1: Actividad 4.1: expansum en
Siembra del Elaboracion de Siembra del hongo Seleccion de manzanas.
hongo Penicillium peliculas modelo a Penicillium manzana Golden
expansum en diferentes expansum en delicious de l,
medios de cultivo formulaciones de medios de cultivo apariencia sana. .
Agar Papa CMC (0.5, 1, 1.5 Agar Papa Actividad 5.1:
Dextrosa (PDA). %) con extracto Dextrosa (PDA). | Seleccion de
etandlico de - manzanas de las
sangre de drago. Actmdgsﬂ 4.2: pruebas In VIvO
Aplicacién de con formacion del
inodculos en hongo.
manzana.
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Actividad 1.2:
Realizar pruebas
in vitro a diferentes
concentraciones
de extracto
etandlico de
sangre de drago
(1000, 2000, 3000
ppm) en 10 dias.

Actividad 2.2:
Evaluacion de
propiedades
fisicas: color,

Actividad 3.2:
Realizar pruebas
in vitro del
recubrimiento

Actividad 4.3:

Aplicacién de

recubrimiento
comestible a base

Actividad 5.2:
Preparacion de la
muestra para
extraccion de la

transparencia y comestible a base de CMC con patulina.
espesor. de CMC con extracto etandlico
extracto etandlico de sangre en ]
¥ de sangre en 0, 2, manzanas. Actividad 5.3:
. . . 4,6, 8,10 dias. Evaluacion por
é?/gl‘;l:;gnzi \I, cromatografia de
propiedades de Actividad 4.4: capa fina.
barrera: Evaluacion de
permeabilidad de parametros
vapor de agua. fisicos: color y
pérdida de peso.
Actividad 4.5:
Actividad 4.6: Evaluacion de
Evaluacion de parametros
parametro fisicoquimicos:
fisioldgico: pH, acidez,
respiracion sélidos solubles
Actividad 4.7:
Evaluacion de
caracteristicas
sensoriales:
sabor, color,
aroma y textura.
>| Resultados v Discusion B
Conclusiones y Recomendaciones
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3.2. Material biolégico

En el presente estudio se utilizaron manzanas de la variedad Golden Delicious procedentes de
Chihuahua obtenidos en la central de abastos de la Ciudad de México, trasladadas al Laboratorio
de Postcosecha de Productos Vegetales del Centro de Asimilacion Tecnoldgica de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM donde se acondicionaron para su posterior tratamiento,

explicado mas adelante.

Las plantas de Sangre de drago (Jatropha dioica) se utilizaron para la obtencién de los compuestos
bioactivos, estas fueron adquiridas en la Central de Abastos de la Ciudad de México y en Saltillo,
Coahuila (Figura 22). Estas plantas fueron clasificadas por el Herbario de Facultad de Estudios

Superiores Iztacala, UNAM.

Figura 22. Ramas secas de sangre de drago.

3.3. Obtencién de extractos vegetales
Para la obtencién de extractos etandlicos de las plantas denominada sangre de drago (Jatropha
dioica), se pulverizo la planta en un molino marca Hamilton Beach CM05 hasta obtener un polvo

que paso por el tamiz (ISICAS) del numero 20 de 0.84 mm de diametro.

La extraccion de los compuestos bioactivos se realizd por el método de extraccion asistida por
ultrasonido (Ultrasonic Cleanern marca Cole-Parmer 8891-21) [Figura 23] en una relacién 1:10 es
decir 5 g de planta por cada 50 mL de etanol al 70% como disolvente, con un tiempo de extraccion
de 90 minutos. El extracto etandlico obtenido se filtré y se almacend a una temperatura de menor

de 4°C para su uso posterior.

Figura 23. Bafio de ultrasonido empleado para la obtencién de extractos etandlicos.
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3.4. Pruebas in vitro de extractos etanélicos de sangre de drago
Para realizar las pruebas in vitro fue necesario realizar el cultivo de Penicillium expansum en medio
de cultivo Agar papa Dextrosa (PDA) con crecimiento de 10 dias a una temperatura de 25 °C, para

posteriormente tomar muestras del micelio del hongo.

El hongo Penicillium expansum fue obtenido de una coleccion de cepas del laboratorio de
postcosecha de frutos y hortalizas del CAT, originalmente se aislé de manzanas Golden delicious

procedente del mercado del Carmen de Cuautitlan, Izcalli.

El método para las pruebas in vitro fue el de adicién al medio (Fuentes et al., 2012), el cual consiste
en preparar diluciones del extracto etandlico de sangre de drago a 3 diferentes concentraciones
(1000, 2000 y 3000ppm) utilizando como solvente el medio de cultivo PDA hasta obtener las
concentraciones deseadas. Una vez obtenidos los medios de cultivo a las diferentes
concentraciones y ya solidificado se colocaron explantes con ayuda de un sacabocado, de 1 cm
de diametro de Penicillium expasum colocandolo en el centro del agar. Después se incubaron a
25 °C durante 10 dias tomando registro diariamente del crecimiento micelial (Figura 24). Asi
también se considero6 el control positivo (PDA sin extracto etandlico) y control negativo (PDA con
etanol 70%) para la evaluacion comparativa. Para determinar el %Crecimiento micelial se

determiné de la siguiente manera (Fuentes et al., 2012):

% Crecimiento micelial = Crecimiento micelial de control positivo (Diametro del crecimiento

micelial que se midié diariamente con un vernier) - crecimiento micelial del tratamiento /

crecimiento micelial de control positivo x 100

— u— . ‘ "‘ ‘ — ":?-
Figura 24. Procedimiento de las Pruebas in vitro: a) Obtencion del explante del hongo
Penicillium expansum, b) Siembra del mismo en el medio de cultivo, c) Registro diario del
crecimiento micelial.
3.5. Elaboracion de peliculas modelo
Las peliculas modelo se elaboraron a base de Carboximetilcelulosa (CMC) a diferentes
concentraciones empleado como aditivos al glicerol como plastificante y al Tween 80 como
emulsificante a las concentraciones mostradas en la Tabla 10 de acuerdo a Tongdeesoontorn et

al. (2011). Para elaborar la matriz de la pelicula se disolvi6 CMC en agua destilada a una
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temperatura no maxima de 80°C. Posteriormente ya disuelto se agrego tween 80 y el glicerol, y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y se le adiciond la cantidad necesaria del extracto

etandlico. Enseguida se mezclaron hasta obtener una matriz homogénea.

Tabla 10. Formulaciones de peliculas modelo de CMC.
Concentraciones %P/P*

Polisacarido CMC Tween 80 Glicerol
0.5, 0.75, 1% 0.5% 1%

*%P/P: Porcentaje peso/peso

Posteriormente se agregaron 30 mL de la mezcla y se vaciaron en platos de plastico de
polipropileno de un diametro de 15 cm de cada formulacién y se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 72 horas en una base nivelada (Figura 25), posteriormente se les realizé la

evaluacion de las propiedades fisicas y de barrera.

Figura 25. Procedimiento para la elaboracion de peliculas modelo: a) Homogenizacion de la
mezcla de los componentes, b) Vaciado de la mezcla en platos, ¢) Secado de las peliculas modelo.
3.6. Pruebas in vitro de peliculas modelo adicionadas con extracto etandlico de sangre

de drago
El método realizado para las pruebas in vitro fue el de adicion al medio mencionado en el apartado
3.5 con diferencia que se agreg6 al agar PDA en una relacién 1:1 la pelicula modelo adicionadas
con el extracto etandlico de sangre de drago (Figura 26). De igual forma se considera el control de
PDA (PDA sin Pelicula modelo) y el control Pelicula (PDA con Pelicula modelo sin extracto

etandlico) para la evaluacion comparativa.

Figura 26. Procedimiento de pruebas in vitro de peliculas modelo: 1) Elaboracién del medio
adicionado con pelicula modelo con extracto de sangre de drago, 2) Vaciado en cajas,
3) Colocacion del explante en el medio de cultivo, 4) Seguimiento diario del crecimiento micelial.
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3.7. Aplicacién de recubrimientos en manzanas Golden delicious
El proceso de aplicacion de recubrimientos en manzana se muestra en la Figura 27. Se presenta
en detalle cada etapa que comprende el proceso.

Manzana Golden .
delicious -> Recepcién

!

.. Fruta con
Seleccion darios visibles
Y
Lavado
Solucién de Y
cloro 2% —> Desinfeccion
t= 1 min.
Agua estéril l
.. Penicillium
Inoculacién expansum
) 4
T=25°C 2
t= 24 hrs. Incubacion
v Recubrimiento de
. . . . s CMC 0.5% +
tinmersion= 4 Apllcaf:lo_n de extracto etandlico
min. recubrimiento de sangre de
drago
|
t=1-2 hrs.
Secado
) 4
T=14°C
t= 30 dias Almacenamiento

Figura 27. Diagrama de proceso de aplicacion de RC.
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La descripcién del proceso se realiza a continuacion:

Recepcion: Se recibieron las cajas de manzanas Golden delicious.

Seleccion: Fueron seleccionadas aquellas manzanas que no presentaron lesiones
mecanicas, picaduras y sin presencia aparente de hongos, aceptando solo las de
apariencia firme, color homogéneo y de aproximadamente 95 g de peso y unas medidas
aproximadas a 20x20 cm de ancho y largo.

Lavado y desinfeccion: Se retiraron las hojas de las manzanas para posteriormente
realizar la desinfeccién por inmersién con una solucién de cloro al 2% durante 1 minuto,
posteriormente las manzanas fueron enjuagadas con agua estéril para eliminar impurezas
y residuos de cloro, y se dejaron secar con una corriente de aire forzado.

Inoculacion e incubacién: El indculo se prepard con una suspension de esporas en una
solucion de tween 80 al 0.5%. Agregando unos mililitros de solucion del tween a la colonia
de P. expansum incubado previamente 10 dias a 25°C (para romper la tensién superficial
y no dispersar las esporas al ambiente) y realizando un raspado en el medio de cultivo con

ayuda de un bisturi de la colonia (Figura 28).

Figura 28. Procedimiento de preparacion del inoculo: a) Materiales, b) Raspado del hongo
con tween 80% para la separacién de conidios, ¢) Camara de NeuBauer.

Posteriormente la suspension de esporas se filtré a través de una gasa. El conteo de
esporas se realizé6 en una camara de NeuBauer siguiendo la metodologia de Caredo y
Ames (2004).

Se obtuvo una concentracion del indculo de 1.85 x108 conidios/mL, después se colocaron
1.80 pL de la solucién del inéculo de Penicillium expansum en el pedunculo de la manzana
y se repartié en todo el cuerpo de fruto frotandolo con una gasa estéril y se dejaron incubar
durante 24 horas a una temperatura de 25 °C.

Aplicacion del recubrimiento: La aplicacion se realizé por inmersion del fruto en lotes de
6 manzanas en aproximadamente 4 L de la mezcla del recubrimiento durante 4 minutos a

una temperatura de 25 °C, y con la ayuda de mallas se retir6 el excedente.
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e Secado: Las manzanas en las mallas se dejaron secar por una corriente de aire forzado
por 1 a 2 horas aproximadamente.

e Almacenamiento: Finalmente las manzanas se colocaron en contenedores limpios y
desinfectados a una temperatura de 14°C y una humedad relativa (H.R.) del 90% durante
30 dias pararealizar la evaluacién de los parametros de calidad, fisiolégicos, caracteristicas
sensoriales, control de podredumbre de Penicillium expansum y presencia de patulina en

las manzanas.

3.8. Técnicas analiticas
3.8.1. Propiedades de las peliculas modelo
e Propiedades fisicas
o Color

Se determino color de las peliculas modelo con un colorimetro (marca KONICA MINOLTA modelo
CM-600D) [Figura 29] por el sistema Hunter (L*a*b*) Donde L* es un indicador de la luminosidad,
a* indica la cromaticidad en el eje verde (-) a rojo (+), y b* la cromaticidad en el eje azul (-) a
amarillo (+), y a partir de éstas se determinaron las coordenadas psicométricas tono del angulo
Hue y Croma (Cortés y Chiralt, 2008).

» Tono (°Hue): Atributo de la sensacion visual, se calcula de la siguiente manera:
Tono (°Hue) = arc tan b/a

» Croma: Atributo a la intensidad del color o pureza, se calcula de la siguiente manera:
Croma=\(a’2+b"2)

» Luminosidad: Atributo de la sensacion visual segun la cual una superficie parece emitir mas
o0 menos luz (Manera, 2004).

Luminosidad= L

Figura 29. Determinacién de color en peliculas modelo por el colorimetro.
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o Espesor
El espesor de las peliculas modelos fue determinado con un micrémetro (marca MITUTUYO

modelo P65) [Figura 30] determinando digitalmente la medida en milimetros (Alfonso, 2011).

Figura 30. Determinacion del espesor de las peliculas modelo por un micrometro.

o Transparencia
La prueba de transparencia (Figura 31) se realizé con un espectrofotometro (marca Thermo
Spectronic modelo Genesys 10 uv) empleando una longitud de onda de 600nm (Camal, 2011). La
transparencia de la pelicula se calculé con la ecuacion de Han y Floros (1997):

Transparencia = A/ s; donde A: es la absorbancia leida y s: es el espesor de la pelicula

Figura 31. Desarrollo de la prueba de transparencia de las peliculas modelo: a) Colocacién
de la pelicula en la celda de espectrofotdmetro, b) Celdas con Peliculas modelo, c)
Espectrofotémetro Thermo Spectronic.

e Propiedades de barrera
o Permeabilidad de vapor de agua
La permeabilidad de vapor de agua de las peliculas fue determinada utilizando una variacién del
método gravimétrico sugerido por la ASTM E 96-80 (Association of Standard Testing Methods,
EUA) reportado por McHugh et al. (1993).

Para determinarlo se empled una celda de permeacién con la pelicula, introducida en una camara
de ambientacion que cumplia con las condiciones controladas de humedad y temperatura asi como
de hermeticidad. La celda se peso a través del tiempo para obtener peso ganado de la celda
denominada técnica gravimétrica (Morey y Quinde, 2012), empleando como material desecante
cloruro de calcio (Figura 32).
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La tasa de transmision del vapor de agua (WVTR) se determind con los datos obtenidos de los

cambios en peso de las celdas de permeacion a través del tiempo con la siguiente ecuacion:
WVTR= Pendiente / area pelicula o recubrimiento  (gm2/h) ..... Ec. (1)

Donde la pendiente = Pérdida de peso vs. Tiempo (el analisis de regresion debe realizarse para
asegurar que se obtiene el equilibrio y los coeficientes de regresiéon deben ser > 0.97
aproximadamente).

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua se obtuvo con la siguiente ecuacion:

WVP = WVTR (espesor de la pelicula) / P2-P1 (g m /kPa m2 h)...Ec. (2)

Donde:

P2=Po (HR/100)

P1=PT-(PT-Pn) EXP (-WVTR R T Ho/PT D)

Pn=Po (HRi/100)

HRi: Es la humedad relativa dentro de la celda.

HR: Es la humedad relativa de la camara de ambientacion.

Po: Es la presion de vapor de agua a la temperatura de la prueba y se obtiene de tablas reportadas
por la literatura (Geankopolis, 1999), y equivale a 7.38 kPa.

PT: Es la presion atmosférica total del ambiente.

T: Es la temperatura absoluta durante la prueba

R: Cte. Universal de los gases= 0.000462 m3 kPa / g °K

D: Es el coeficiente de difusién del vapor de agua en el aire donde D = 2.819561 m?/dia

Ho = Es el espacio que se encuentra entre el cloruro de calcio y la pelicula dentro de la celda.

Figura 32. Desarrollo de la permeabilidad de vapor de agua de las peliculas modelo: a)
Celda de permeacién con la pelicula modelo y dentro de ella el material desecante, b)
Camara de ambientacion, c) Medicidn de la ganancia de peso de la celda de
permeacion.
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3.8.2. Parametros de calidad de la manzana
o Parametros fisicoquimicos
o Solidos solubles
El contenido de sdlidos solubles (A.O.A.C., 2000) se realizé agregando una gota de jugo de
manzana directo sobre el sitio de medicién de un refractometro digital (marca ATAGO modelo PAL-
BX/RI) [Figura 37], calibrado previamente con agua destilada y obteniendo los °Brix en forma

indirecta.

Figura 33. Refractometro digital para la determinacion de soélidos solubles de los frutos.

o Acidez
La determinacion de la acidez se obtuvo por medio de la técnica de la A.O.A.C. (1990). Se licuaron
10 g de muestra del fruto a 100 mL de agua destilada, tomando 10 mL de muestra filtrada. Después
se realizé una titulacion con NaOH (0.1 N), utilizando fenolftaleina como indicador (Figura 36). Se

determiné el % de Acidez con la siguiente ecuacion:

% Acidez=__VxNxMeq x100.......... Ec.(3)
g 6 mL de muestra
Donde:

V = Volumen de NaOH consumidos
N = Normalidad del NaOH

Meq = Peso miliequivalente del acido predominante en la muestra

Figura 34. Determinacion de Acidez por titulacién de muestra de los frutos.
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o pH
La determinacion del pH se determind en la medicion electrométrica de la actividad de los iones
hidrégeno presentes en la muestra del fruto con un potenciometro (marca HANNA modelo HI208)
[Figura 35] de acuerdo a la NMX-F-317-S-1978. El valor del pH de la muestra se leyé directamente

en la escala del aparato.

Figura 35. Potenciometro para la determinacién del pH de los frutos.

e Parametros fisicos
o Color
Para la determinacion del color se llevd a cabo con un colorimetro (marca KONICA MINOLTA
modelo CM-600D) en el exterior de la manzana, se registraron los cambios en luminosidad, tono
Hue y croma mediante el sistema Hunter Lab mencionado en el apartado 3.8.1 de técnicas

analiticas de las propiedades fisicas de las peliculas modelo.

o Pérdida de peso
La pérdida de peso se determind por la diferencia del peso inicial del fruto comparado con el
peso registrado del fruto en el dia correspondiente a la evaluacion (Gomez et al., 2012),
empleando una balanza digital (modelo Scout Pro) [Figura 34]. El porcentaje de pérdida de peso

se determiné con la formula siguiente:

Pérdida de peso (%) = (Peso inicial — Peso final) x 100 ....... Ec. (4)

Peso inicial

Figura 36. Balanza digital para la determinacion del peso de los frutos.
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o Firmeza
Para la determinacién de la firmeza se utilizd6 un penetrémetro (marca Force Gauge modelo
PCE-FM200) [Figura 33] utilizando una punta cilindrica de 8 mm de diametro, esta se basa en
la fuerza necesaria para penetrar o insertar una sonda en la pulpa del fruto expresada en
Newtons (Alonso, 2011).

W

Figura 37. Determinacion de la firmeza de los frutos por un penetrémetro digital.

e Parametro fisiolégico
o Respiracion
Para la determinacion de la respiracion de los frutos se empled un sistema cerrado, que consistid
en un frasco de vidrio con tapa de aluminio con capacidad de 4 L donde se colocaron dos
manzanas. Se evalud en funcion de la produccion de O; registrandolo mediante un analizador de
gases por infrarrojo (marca Quantek modelo Dual Track 902 D) [Figura 38]. La concentracién de

mg O/ Kg h se determiné con el siguiente calculo:

mgO:2/ Kg h= Oxigeno inicial — Oxigeno final después de 1 hora en el sistema...Ec. (5)

e
}..

h- - 4

; . up- -ﬁ
v' 'r ‘u«!

e =

Figura 38. Determinacion de la respiracion de los frutos por un analizador de gases.
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e indice de severidad y porcentaje de infeccién
El porcentaje de infeccién se calculd dividiendo el nimero de frutos infectados con sintomas de
deterioro causados por el hongo, entre el niUmero total frutos por unidad experimental. El indice
de severidad de la infeccién se determind por el dafo evaluado visualmente en funcion del
porcentaje de la superficie infectada exhibida por el fruto con la siguiente escala arbitraria de

categorias (Martinez et al., 2012):
1= Sin dafio.
2= Dano ligero 1-5 %.
3= Dafo moderado 6-15%.
4= Dafio severo >16%.
5= Dafio completo 6 dafo total.

Utilizando la siguiente ecuacion:

indice de severidad= X (1) + X (2) + Xi (3) + X; (4) + X; (5).......vvveee. Ec. (6)

N
Dénde:
Xi = Numero de frutos enfermos por cada grado de dafio
1, 2, 3, 4 y 5= Grado de dafno en la escala empleada

N= Total de frutos por unidad experimental

e Parametro sensoriales
Se realizé mediante pruebas de aceptacion, también conocidas como de nivel de agrado
(heddnicas) [Clark et al., 2009]. Se emplean para determinar el grado de aceptacion de un producto
por parte de los consumidores y segun su tipo permiten medir cuanto agrada o desagrada dicho
producto, estas pruebas por lo general se llevan a cabo con paneles de consumidores no

entrenados (Ramirez, 2012).

El analisis sensorial se realizé con cierto grupo de panelistas, a los cuales se les pidi6 evaluar
muestras codificadas con numeros aleatorios de 3 digitos en recipientes idénticos, de distintos

tratamientos marcando una de las categorias en la escala, con la finalidad de valorar tales
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parametros. En la Tabla 11 se observa cuales fueron los parametros a evaluar asi como la escala

correspondiente de cada uno.

Tabla 11. Pruebas empleadas para los parametros sensoriales de las manzanas.
Muestra

Parametro
Apariencia visual (A)
Intensidad del color (D)
Olor (A)

Presencia de olores
extrafios (B)

Sabor (A)

Presencia de sabores
extrafios (B)

Textura (C)
Calificacién global (A)

Escala A Escala B Escala C Escala D

1= Muy mala 1= Mucho 1= Muy blanda 1= Amarillo- Verde muy claro

2= Mala 2= Alguno 2= Blanda 2= Amairillo - verde claro

3= Aceptable como 3= Aceptable 3= Aceptable como | 3= Amarillo- verde

limite de consumo limite de consumo

4= Buena 4= Poco 4= Firme 4= Amairillo- verde intenso

5= Muy buena 5= Ninguna 5= Muy firme 5= Extremadamente amairillo - verde

3.8.3. Evaluacion de la presencia de patulina en manzanas por el método cromatografia
de capa fina
i) Muestreo

La aplicacién del in6culo del hongo se realizé a las manzanas de acuerdo a lo descrito en el
apartado 3.7. Posteriormente se seleccionaron lotes de 30 manzanas para cada tratamiento (Tabla
12) de las cuales, a una mitad se les realizé 4 picaduras con un palillo desinfectado cerca del
pedunculo del fruto y a la otra mitad se les proporcioné un golpe (con una caida libre a una altura
de 1.5 m) esto con el fin de facilitar las condiciones del establecimiento de Penicillium expansum
asi mismo se les proporcioné un ambiente de 4°C y una H.R. de 98% aproximadamente, durante
30 dias.

Tabla 12. Tratamiento de aplicacion a las manzanas.
Tratamiento

A Manzanas + RC adicionadas con extracto etandlico
de sangre de drago a 2000ppm
Manzanas + RC adicionadas con extracto etandlico
de sangre de drago a 3000ppm
C Manzanas + RC
D Control

RC: Recubrimiento comestible
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i) Preparacion de la muestra
Cada manzana de diferente lote después de 30 dias de ser inoculadas (halla o no presencia del
crecimiento del hongo) se licu6é con 50 mL de agua destilada. El puré que se obtuvo se filtr6 a

través de papel filtro (Whatman no. 1).

i) Extraccion de la muestra (A.O.A.C. 1995)
Partiendo de 20 mL obtenidos de la muestra se mezclaron durante 1 minuto con 60 mL de acetato
de etilo (Sigma-Aldrich para HPLC) en embudo de separacion. Una vez separadas las fases se
extrajo la fase inferior, conservando la fase superior a la cual se le afadié 8 g de sulfato de sodio
(JT Baker) manteniendo un reposo de 30 minutos. Posteriormente se decanto la muestra a través
de un filtro de microfibra de vidrio (Vicam, 1.5 ym) y se le realiz6 un lavado al sulfato de sodio con

10 mL de acetato de etilo.

Enseguida la muestra se colocé en un rotavapor (marca Heidolph Laborota 4002/4003) para
separar la muestra del solvente hasta un volumen aproximado de 1 a 2 mL (temperatura no maxima
de 60°C al vacio).

La muestra se llevo hasta su sequedad en un evaporador con una corriente de nitrégeno (marca
TurboVap LV) a una temperatura de 35°C, adaptado a la técnica del Laboratorio de Postcosecha
(Figura 39). Con el fin de concentrar la toxina la cual posteriormente se resuspendio en 5 mL de
alcohol etilico absoluto (J.T. Baker) agitandolo durante 1 minuto. Las muestras se almacenaron en

congelacion (-25 °C) en viales ambar para evitar su exposicion a la luz.

al 1 . —
Figura 39. Procedimiento para la extraccién de la Patulina: 1) Extraccion de la fase inferior en el
embudo de separacion, 2) Adicion del sulfato de sodio a la fase superior recuperada,
3) Decantacion de la muestra por un filtro de microfibra, 4) Evaporacion en rotavapor al vacio,
5) Evaporacion final con corriente de nitrégeno.

i) Determinacion de patulina por cromatografia en capa fina
La determinacién de patulina por cromatografia de capa fina se llevé a cabo de acuerdo al método

reportado en jugos por A.O.A.C. 1995. Se emplearon placas de Silica Gel G60 con un grosor de
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200 um marca Merck de 20 x 20cm y una solucién estandar de patulina, una camara de desarrollo

con una fase movil y un revelador cromatografico.

La preparacion de la solucion estandar de patulina se llevé acabo disolviendo 0.1 mg de patulina
cristalina pura comercial (marca Sigma- Aldrich) en una aforo de 1 mL de cloroformo,
posteriormente de almacend en un vial envuelto en papel aluminio para evitar su exposicion a la

luz en congelacién (-25°C).

En cada placa se dibujo con lapiz una linea a 4 cm de distancia sobre su borde inferior y sobre ella
se aplicaron dos puntos con 5y 10 pyL de la muestra con un cm de distancia entre ellos (Figura
40), después de colocaron 1, 3, 5, 7 y 10 uL del estandar de patulina con ayuda de una microjeringa

de cromatografia.

Posteriormente se colocé la placa en la camara de desarrollo con una fase moévil de tolueno-acetato
de etilo 90%- acido formico (5+4+1) hasta que éste ascendié hasta 4 cm de distancia del borde
superior de la placa. Posteriormente se sacé la placa de la cdmara de desarrollo y se dej6 evaporar

el solvente de ella.

Enseguida se realiz6 la preparacion del revelador a emplear, con 0.5 g de clorhidrato de 3-metil-
2-benzotiazolinona-hidrazona hidroclorhidrica monohidrato (MBTH) en 100 mL de agua destilada,
almacenandola en un atomizador a una temperatura de 8°C. Esta solucion se preparé cada tercer
dia de uso. El empleo de este reactivo permite la visualizacién de compuestos como la toxina

patulina.

Después para revelar la placa se rocio el revelador MBTH al 0.5% sobre la placa y se dej6 secar
en un horno de conveccion (marca Quincy Lab AF modelo 40 Lab Oven) por 15 minutos a una
temperatura de 130°C, obteniendo finalmente la visualizacién amarilla que evidencia la presencia

de patulina.

e -
Figura 40. Procedimiento para el desarrollo de la cromatografia de capa fina:
1) Aplicacién de las muestras sobre la placa de cromatografia, 2) Introducciéon de la placa a la
camara de desarrollo, 3) Aplicacion del revelador MBTH en placa,
4) Secado de la placa en horno de conveccion.
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iv) Registro y valoracion
La placa revelada se examiné bajo luz ultravioleta y luz visible observando si aparece la presencia
de la toxinay el estandar. La patulina aparece como una mancha amarilla bajo y como una mancha

amarilla fluorescente bajo luz ultravioleta con un Rf de 0.4 a 0.5 (Carrillo, 2003).

Asi mismo se le determiné el valor de Rf (Factor de retencién) de cada muestra y el estandar
empleando con la finalidad de corroborar que las muestras coincidieran con el valor del estandar

comprobando asi la presencia de la patulina.

En el sistema de cromatografia de capa fina se emplea el Rf que se define como factor de retencion
(Figura 41), correspondiente a su migracion relativa en relacion con el disolvente (Rouessac y
Rouessac, 2000):

Rf = (x) distancia recorrida por el soluto
(xo) distancia recorrida por el frente del disolvente

Frente disolvente

Distancia recorrida por el soluto

 e—e—e—e ——> Punto de aplicacién de la muestra

Figura 41. Relacion de las distancia para el calculo del factor de retencién (Rf).

3.9. Anadlisis estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con un paquete estadistico IBM SPSS
Stadistics 2.0, donde se realizé un analisis de varianza para un disefio simple completamente al
azar (ANOVA) en todos los datos obtenidos en todos los objetivos y una comparacion de medias

con la prueba de rango multiple Duncan y Turkey con un nivel de significancia (0.05%).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion de las peliculas modelo
o PROPIEDADES FiSICAS
o Color
El color es un atributo de calidad muy importante para la determinacion del tiempo de vida util de
un producto y muy apreciado por los consumidores (Cortés y Chiralt, 2008).
= Croma
Uno de los parametros determinados del color, fue croma que se refiere a un indice analogo a la

saturacion o intensidad de color (McGuire, 1992) los resultados se muestran en la Figura 42.
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Figura 42. Croma de las peliculas modelo de CMC a diferentes concentraciones (0.5, 0.75 y 1%)
adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago a 2000, 3000 ppm. Las letras diferentes de cada
barra indican diferencia significativa (p<0.05). La primera letra representa el efecto por la concentracién del
extracto etandlico y la segunda por la concentracion de CMC. Las barras verticales representan +
desviacién estandar.

Observando que existié diferencia significativa (P<0.05) en el croma de las peliculas modelo
adicionadas con extractos etandlicos, siendo las peliculas con 3000 ppm de extracto etandlico de
sangre de drago la que presentaron el mayor croma con 74.46 % de diferencia con control que
fueron las que presentaron menor croma con un 5.87 de promedio, mientras que las peliculas
modelo adicionadas con 2000 ppm de extracto etandlico presentaron un croma de 17.82 de
promedio, presentando una diferencia del 21.68% con respecto a la de mayor croma.

Estas diferencias en croma se deben principalmente al propio extracto que adicionado a la pelicula
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modelo le confiere una mayor saturacién del color, por tanto a mayor concentracién de extracto

adicionado a la pelicula modelo mayor es su croma.

Mientras que a las diferentes concentraciones de carboximetilcelulosa (0.5, 0.75 y 1%) en la
matrices de las peliculas modelos, el croma no presenté diferencia significativa (P=0.05) esto se
pudo deber a que la concentracién del polisacarido empleado en la elaboracion de las peliculas
no afectaron la intensidad del color de las peliculas modelo a pesar de adicionarles extractos

etandlicos de sangre de drago.

Por lo que conforme a los resultados anteriores sefialan que la concentracion del extracto etandlico
adicionado a la pelicula modelo modifican el parametro de croma, por lo que si se desean peliculas
con menor croma se recomiendan emplear las concentraciones mas bajas de extracto etandlico
de sangre de drago, mientras que si se desea una mayor saturacion del color generando un color
vivo e intenso se emplearian la utilizacion de concentraciones elevadas de extracto etandlico ya

que presentaron los mayores cromas.

Sanchez (2013) realiz6 peliculas modelo a base de maltodextrina con concentraciones de 7, 9 y
11% y CMC a 0.5, 0.75 y 1.0% adicionadas con extractos etandlicos de orégano, hoja Sen y
sangre de drago a 3000 ppm, determinaron su croma, donde obtuvo un valor de 9.6
aproximadamente en promedio de las peliculas adicionadas con extracto de sangre de drago a las
diferentes concentraciones de CMC variando con este proyecto ya que los valores obtenidos de
las peliculas adicionadas con extracto etandlico a diferentes concentraciones de CMC fueron
mayores un 53% respecto a lo presentado por Sanchez (2013). Asi mismo se observd que al
aumentar la concentracion del polisacarido empleado para las distintas matrices, el valor de
croma se incrementaba, siendo diferente a lo obtenido en este proyecto ya que a las diferentes
concentraciones de CMC empleadas en las peliculas no mostré diferencias significativas. Esto
puede ser debido a que los extractos obtenidos en este proyecto se obtuvieron en una relacion
solvente/planta menor a la empleada por Sanchez (2013) por lo que la interaccién del extracto y

la matriz del polisacarido pudieron ser diferentes.

= Tono °Hue
El parametro de Tono °Hue indica el respectivo color donde 0=rojo-purpura, 90=amarillo, 180=azul-

verde y 270=azul (McGuire, 1992), los resultados se muestran en la Figura 43.

En las peliculas modelo se observa que las de control presentaron mayor °Hue, es decir las que

48

-
Ingenieria en Alimentos



I RESULTADOS Y DISCUSION

no presentaron extracto etandlico de sangre de drago adicionado a la pelicula modelo, registraron
una diferencia de 11.06% con respecto a la de menor tono que fueron las peliculas adicionadas
con 2000 ppm de extracto etandlico con 1.16 de promedio de tono pero para las peliculas
adicionadas con 3000 ppm de extracto etandlico presentaron un tono de 1.21 de promedio, siendo
7.55% menor que las peliculas control. Existiendo diferencia significativa (P<0.05) en el tono de

las peliculas a diferentes concentraciones de extracto de sangre de drago.

14 | a,a a,a a,a

Bty

0 | ‘ ppm de extracto

control 2000 3000 control 2000 3000 control 2000 3000 etandlico

0.5 0.75 1 % CMC

Figura 43. Tono °Hue de las peliculas modelo de CMC a diferentes concentraciones (0.5, 0.75 y 1%)
adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago a 2000, 3000 ppm. Las letras diferentes de cada
barra indican diferencia significativa (p<0.05). La primera letra representa el efecto por la concentracion del
extracto etandlico y la segunda por la concentracion de CMC. Las barras verticales representan
desviacién estandar.

Asi mismo se observa que el polisacarido empleado a las diferentes concentraciones (0.5, 0.75 y
1% de CMC) en las peliculas modelo no afecté el tono de las diferentes peliculas modelo sin

ocasionar diferencia significativa (P=0.05).

Las diferencias en °Hue fue a causa principalmente a la adicion del extracto etandlico de sangre
de drago ya que modificaron completamente la coloracién de la pelicula modelo debido a los
propios pigmentos del extracto confiriéndole una coloracién rojiza de acuerdo a la escala en el
espacio CIELAB. Sin embargo se debe considerar el croma debido a que ambos parametros de
color se deben analizar en conjunto ya que son dificiles de interpretar separadamente (Francis,

1980), por lo que a pesar de que las peliculas control presentaron mayor tono, como se observo
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anteriormente estas presentaron un croma menor respecto a los demas y por tanto no presentaron
coloraciones similares a las peliculas modelo adicionadas con extractos etanodlicos de sangre de

drago.

En un estudio Sanchez (2013), determino el tono de peliculas modelo a diferentes concentraciones
de CMC a 0.5, 0.75 y 1.0% adicionadas con extractos etandlicos de orégano, hoja Sen y sangre
de drago a 3000 ppm, obteniendo valores promedio de 36.39°Hue de las peliculas con extracto de
sangre de drago en las diferentes concentraciones de CMC, diferente a los obtenidos en este
trabajo con una diferencia del 97% menor a lo obtenido por Sanchez (2013), esto pudo se debido
a la relacion de solvente/planta para la obtencion de extractos, ya que en este proyecto fue menor

tal relacion y por tanto pudo cambiar la interaccién de la matriz en la pelicula.

= Luminosidad
Para el parametro de color de luminosidad o también brillo referido a la reflexién nula (L=0 negro)

a la reflexién difusa perfecta (L=100 blanco) [McGuire, 1992] en la Figura 44 se muestran los

resultados.
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Figura 44. Luminosidad de las peliculas modelo de CMC a diferentes concentraciones (0.5, 0.75 y 1%)
adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago a 2000, 3000 ppm. Las letras diferentes de cada
barra indican diferencia significativa (p<0.05). La primera letra representa el efecto por la concentracion del
extracto etandlico y la segunda por la concentracion de CMC. Las barras verticales representan +
desviacion estandar.
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Observando que para el parametro de luminosidad las peliculas modelo de mayor luminosidad
fueron las peliculas control, aquellas que no presentaron extracto etandlico de sangre de drago,
registrandose una diferencia de 20.51% con respecto a las peliculas con menor luminosidad que
fueron las adicionadas con 3000 ppm de sangre de drago con 56.78 en promedio de luminosidad
pero para las peliculas modelo adicionadas con 2000 ppm de extracto etandlico presentaron una
luminosidad de 59.5 de promedio teniendo una diferencia con respecto a la de mayor luminosidad
del 16.7 %. Esto se debe a la presencia del extracto etandlico sangre de drago adicionado a las
peliculas modelo, ya que cuanto menor es su concentracion, mayor es su luminosidad, debido a
que el extracto de sangre de drago le confirid cambios a la pelicula comestible y que en cuanto
mas oscuro es el color, la luminosidad es mas débil y viceversa (Coria, 2015).En cuanto a la
concentracion del polisacarido en las peliculas modelo existié diferencia significativa (P=0.05) en
cuanto a luminosidad, esto pudo deberse a que el polisacarido no afecto la coloracion en las

peliculas por tanto no existié diferencia en la luminosidad a diferentes concentraciones de CMC.

Sanchez (2013) elabord peliculas modelos de CMC en concentraciones de 0.5, 0.75y 1.0% y de
maltodextrina al 7, 9 y 11% adicionadas con extractos etandlicos de sangre de drago, hoja Sen y
orégano a 3000 ppm, determinaron su luminosidad, de los cuales obtuvo valores de 75.44 a 62.66
con extractos de sangre de drago a diferentes concentraciones de CMC, con una diferencia del
19% mayor con los obtenidos en este trabajo a las diferentes concentraciones de CMC. Esto pudo
variar debido a que empled una relacion mayor de solvente/planta para obtener los extractos
etandlicos de sangre de drago a la empleada en este proyecto, por lo pudo cambiar la interaccion

del extracto con el polisacarido de la pelicula.

Mientras que los resultados obtenidos por Rodriguez et al. (2011) en peliculas a base de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) adicionadas con aceite esencial de bergamota a 0.5, 1y 2%,
obtuvieron luminosidades en las peliculas control de 83 a 85 las cuales fueron un 14% mayor en
comparacion a las luminosidades de las peliculas control obtenidas en este proyecto. En cuanto a
la incorporacion del aceite esencial de bergamota a diferentes concentraciones, en las matrices de
las peliculas estas mostraron diferencias significativas ya que disminuyd su luminosidad con
respecto a la pelicula control en un 2.38%, esto concuerda con lo obtenido en este proyecto ya
que sucedié de igual forma al adicionar los extractos etandlicos de sangre de drago a la matriz de

CMC ya que disminuyd su luminosidad.
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o Espesor
El espesor de las peliculas es importante debido a que este influye en las propiedades de
transferencia de masa y mecanicas de las peliculas hidrofilicas (McHugh y Krochta, 1994) los

resultados se observan en la Figura 45.

Observando que no hubo diferencia significativa (P=0.05) del espesor de las peliculas modelo
respecto a la adicion a diferentes concentraciones de los extractos etandlicos de sangre de drago,

como la concentracion de CMC de las matrices de las peliculas modelos.

El espesor de la pelicula influye principalmente de los componentes de diversa funcionalidad
(plastificantes, antimicrobianos, antioxidantes, sabores, olores), si estos presentan la capacidad
de mantener dicha matriz de la pelicula, ya que la pérdida de dichas soluciones afecta directamente

el espesor de la pelicula (Park, 1999).
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Figura 45. Espesor de las peliculas modelo de CMC a diferentes concentraciones (0.5, 0.75 y 1%)
adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago a 2000, 3000 ppm. Las letras diferentes de cada
barra indican diferencia significativa (p<0.05). La primera letra representa el efecto por la concentracion del
extracto etandlico y la segunda por la concentracién de CMC. Las barras verticales representan +
desviacion estandar.

Por lo que los resultados anteriores indican que las concentraciones del extracto etandlico de
sangre de drago y las de CMC, empleadas en este proyecto no afectaron en alguna diferencia

sobre el espesor de las diferentes peliculas modelo.
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Sin embargo se observé que el espesor en las peliculas control aumentaba conforme aumentaba
la concentracion de CMC debido a que las formulaciones aumenta por lo que aumenta el contenido
de solidos y modifican la organizacién estructural de los componentes de la pelicula (Navarro,
2007).

Angel (2015) realiz6 peliculas comestibles de goma guar, glicerol y aceite de oliva a diferentes
concentraciones (5, 10, 15y 20%) donde mostraron que no hubo diferencia significativa entre las
diferentes formulaciones, del mismo modo que ocurrié en este trabajo. Lo cual atribuyé a que a
pesar de emplear diferentes concentraciones de aceite de oliva, también influye, el estado fisico
del lipido; la longitud y grado de instauracion del mismo, asi como la distribucion de los
componentes lipidicos en la estructura final y la forma de preparacién de la emulsion de partida
para elaborar la pelicula en gran medida influye en el tamafio y distribucion de tamafios de gotas

y por ende cambia las propiedades finales del film.

Respecto a lo reportado por Martinez et al., (2012), donde realizé peliculas comestibles a base de
aceites esenciales de clavo de olor y canela (al 0.04% y 0.06% respectivamente), donde obtuvieron
espesores similares en las peliculas sin adicién de aceites esenciales con las que presentaban
aceites esenciales con una diferencia del 3% entre ellas, sin embargo se debe considerar que las
propiedades de aceites esenciales son diferentes a los extractos etandlicos utilizados en el

presente trabajo.

o Transparencia
Parametro relacionado con la transmision de luz con importancia en los recubrimientos de frutos,
puesto que permite mantener la apariencia de los productos, implicada en la aceptacion del posible
consumidor: alimento que no aparente su color verdadero, no sera aceptado (Reyes, 2013), los

resultados se muestran en la Figura 46.

Observando que las peliculas modelo de control (sin extracto etandlico) fueron las que presentaron
mayor transparencia, con una diferencia del 45 % respecto a la de menor transparencia que fue la
pelicula con extracto etandlico a 3000 ppm con un transparencia de 3.16 nm/mm de promedio,
mostrando diferencia significativa (P<0.05) en transparencia de las peliculas control con respecto
a las peliculas con extracto etandlico a 3000 y 2000 ppm, por lo que a menor concentracion
extracto etandlico le confiri6 mayor transparencia a la pelicula modelo, ya que entre menor tamano
y menor sean las particulas presentes en la pelicula sera mayor la transparencia ya que permite

mas facil el paso de la luz.
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Figura 46. Transparencia de las peliculas modelo de CMC a diferentes concentraciones (0.5, 0.75y 1%)
adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago a 2000, 3000 ppm. Las letras diferentes de cada
barra indican diferencia significativa (p<0.05). La primera letra representa el efecto por la concentracion del
extracto etandlico y la segunda por la concentracién de CMC. Las barras verticales representan *
desviacién estandar.

Coincide con lo reportado por Arce (2011) donde observo que su transparencia se redujo a medida
que se les incorporaron aceites esenciales de tomillo y romero a peliculas comestibles de
quitosano, lo cual atribuy6 a la naturaleza lipidica del aceite esencial. Aunque en este proyecto se
incorporaron extractos de sangre de drago, ocurrié de manera similar al reducir la transparencia al

adicionar extractos etandlicos a la pelicula.

Mostrando que las concentraciones de CMC de las peliculas modelo no existié diferencia

estadisticamente (P=0.05) en sus transparencias.

Concuerda con lo reportado por Valle et al. (2008) quienes realizaron peliculas comestibles de
CMC a diferentes concentraciones (0.25, 0.5y 0.75%), donde no hubo diferencia significativa entre
formulaciones con una transparencia promedio de 81%, lo cual atribuyeron a que la adicion de
CMC causé que el recubrimiento dejara de ser opaco y adquiriera una apariencia transparente,

sugiere que basta agregar 0.25% de CMC en la formulacién para conseguir esta caracteristica.
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e PROPIEDADES DE BARRERA
o Permeabilidad de vapor de agua
La permeabilidad es la propiedad que tienen las peliculas plasticas de permitir el paso de gases o
vapores a través de su estructura molecular, ya sea hacia adentro o hacia afuera del envase
(Guarda y Galotto, 2000).

La permeabilidad al vapor de agua es una forma de cuantificar la facilidad con que un material
puede ser traspasado por el vapor de agua (Marzo, 2010). Los resultados se muestran en la Figura
47.
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Figura 47. Permeabilidad de vapor de agua de las peliculas modelo de CMC a diferentes concentraciones
(0.5, 0.75 y 1%) adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago a 2000, 3000 ppm. Las letras
diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05). La primera letra representa el efecto por
la concentracién del extracto etandlico y la segunda por la concentracion de CMC. Las barras verticales
representan + desviacion estandar.

Observando que las peliculas adicionadas con 2000 ppm de extracto etandlico de sangre de drago
fueron las que presentaron mayor permeabilidad de vapor de agua con 2.33 x10"" g/Pa*m*s de
promedio y las que presentaron menor permeabilidad de vapor de agua con un 22.5% de diferencia
respecto a la de mayor permeabilidad de vapor de agua, fueron las peliculas modelo adicionadas
con 3000 ppm de extracto etandlico.

Existiendo diferencia significativa (P<0.05) en la permeabilidad de vapor de agua de las peliculas

adicionadas con 2000 ppm de extracto etandlico de sangre de drago con respecto a las peliculas
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adicionadas a las concentraciones de 3000 ppm y control (sin extracto etandlico de sangre de
drago).

Pastor (2010) indica que el factor principal que afecta la permeabilidad de vapor de agua en
peliculas modelo es la concentracion del polisacarido, mientras que Rojas-Grau (2006) sefala los
films de polimeros naturales, tales como los polisacaridos (almidon y derivados de la celulosa,
alginatos, pectinas, gelano, carragenano, etc.) se comportan pobres como barrera frente al paso
del vapor de agua, debido a que son de naturaleza hidrofilica, que tienen afinidad por el agua y
permiten su paso, lo cual limita sus aplicaciones. Sin embargo en los resultados obtenidos en este
estudio se observé que la concentracién de CMC de las peliculas no hubo diferencia significativa
(P=0.05) en la permeabilidad de vapor de agua, mostrando efecto solamente por la concentracion

de extracto etandlico de sangre de drago adicionado a las peliculas modelo.

De acuerdo con Martinez (2000), la transferencia de vapor de agua en una pelicula disminuye al
incrementar la hidrofobicidad, ya que el paso de vapor de agua ocurre preferentemente a través
de una matriz hidrofilica, por que la concentracion del extracto etandlico a 2000 ppm le pudo
favorecer al aumento de la caracteristica hidrofilica de la pelicula modelo lo cual nos sefiala una
mayor permeabilidad al vapor de agua, sin embargo a 3000 ppm de extracto esto pudo disminuir
debido a que se presentan en mayor concentracion los compuestos presentes del extracto ya que

de acuerdo con Farag et al., (1989) los compuestos fendlicos son la naturaleza hidréfoba.

Contradictorio con Siripatrawan y Harte (2010), donde encontraron que la permeabilidad de vapor
de agua de peliculas de quitosano con extracto de té verde fue menor cuando el contenido de
extracto en la formulacién se incremento, variando desde 2.96 x10'2 g/Pa*m*s (0% de extracto)
hasta 1.00 x107'2 g/Pa*m*s (20% de extracto).

Pero Chana et al. (2011) quienes evaluaron la permeabilidad de vapor de agua en peliculas de
hidroxipropilmetilcelulosa con la adicion del extracto de madera kiam (Cotylelobium lanceolatum)
cuyos resultados mostraron que el incremento de la concentracidon de los extractos desde 300 a

1500 mg/L incrementaba la permeabilidad de vapor de agua de 1.75 a 2.40 x107'° g/Pa*m*s.

Mientras que Ramirez et al. (2012) realizaron peliculas de CMC al 2% con extractos de murta a
diferentes concentraciones (0, 50 y 100%), mostraron que no existieron diferencias significativas

con la incorporacion del extracto de murta en la permeabilidad de vapor de agua.
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Aun asi se debe considerar que el contenido de sélidos como el extracto a adicionar en las
peliculas debido al hecho de que pueden interactuar con el polimero haciendo mas compacta la

matriz de la pelicula (Ramirez et al., 2012).

En otro caso Zaritzky (2007) realizé peliculas de almidén y quitosano plastificadas con glicerol
donde presentaron valores de permeabilidad de vapor de agua en el rango de 3.8- 4.5 x10™"
(g/Pa*m*s). Mientras que Vasquez y Vidal (2011) senalaron diferentes permeabilidades de vapor
de agua de diferentes films, como son a base de celofan con 7.7-8.4 x10™'" g/Pa*m*s, acetato de
celulosa con 0.5-1.6 x10"" g/Pa*m*s y cloruro de polivinilideno con 0.7-2.4 x10"2 g/Pa*m*s de
permeabilidad de vapor de agua. Estos resultados muestran valores de permeabilidad de vapor de

agua similares o menores que los reportados precedentemente de las peliculas existentes.

Por lo que si se desean peliculas con menor permeabilidad de vapor de agua se recomienda
emplear la concentracién mas alta de extracto etandlico de sangre de drago debido a que le confirid
menor permeabilidad de vapor respecto a las demas con 1.805 x10"" g/Pa*m*s de promedio, ya
que si las peliculas modelo presentaran mayor permeabilidad de vapor de agua le conferirian
mayor interaccion de procesos bioquimicos y por ende no seria una barrera adecuada y no

favoreceria la inhibicién del hongo Penicillium expansum.

4.2. Evaluacion de las propiedades antifungicas del extracto etandlico de sangre de
drago
e PRUEBAS IN VITRO DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE SANGRE DE DRAGO
Para evaluar las propiedades antifungicas de los extractos de sangre de drago se realizaron
pruebas in vitro de tres diferentes cepas del hongo Penicillium expansum que fueron identificadas
y aisladas previamente; ademas como criterio de seleccion se tomd en cuenta que dichas cepas

produjeran la micotoxina patulina.

En la Figura 48, se muestra el porcentaje de crecimiento micelial de tres concentraciones de

extractos etandlicos de sangre de drago.

Observando que existié diferencia significativa (P<0.05) en las cepas 119 y 103 a partir del dia
dos, en el crecimiento micelial de control positivo (sin adicién de extracto etandlico) con respecto
a las tres diferentes concentraciones extracto etandlico de sangre de drago (1000, 2000 y 3000
ppm), asi también con control negativo (etanol 70%), comportamiento similar para la cepa 120

hasta en el dia diez donde hubo una diferencia significativa (P<0.05) en el crecimiento micelial de
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control positivo (sin adicion de extracto etandlico) con la concentracion de 1000 ppm de extracto
etandlico y este a su vez con las concentraciones de extracto etandlico de sangre de drago a 2000
y 3000 ppm, y de control negativo (etanol 70%).

100 - A 100 - .
S S
S g0 <50 |
< =
5] ©
L 60 - L 60 -
E E
8 o
5 40
E ] £ 4
5 20 - - 3 20
S 4 S o | ¢ >
1 2 4 6 8 10 1 2 4 6 8 10
Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)
100 ~ C
£80 -
= —— control positivo
Qe
E o0 e=fP== control negativo
240 - 1000 ppm
£20 - —f— 2000ppm
5 ,  --®--3000ppm
0 - ——
1 2 4 6 8 10

Tiempo de incubacion (dias)

Figura 48. Porcentaje de crecimiento micelial de la cepa 120 (A), 119 (B) y 103 (C) de Penicillium
expansum a diferentes concentracion del extracto etandlico de sangre de drago. Las barras verticales
representan + desviacion estandar.

De esta manera se registroé un efecto inhibidor sobre el crecimiento micelial del hongo Penicillium
expansum durante los 10 dias a las concentraciones de 2000 y 3000 ppm de extracto etandlico de
sangre de drago para las tres diferentes cepas (120, 119 y 103) de este hongo. Sin embargo se
observa que la concentracion de 1000 ppm de extracto etandlico en la cepa 120 inicid un
crecimiento micelial del hongo en el dia 8, contrario con el comportamiento de las demas cepas

(119 y 103), esto se observa en el seguimiento fotografico de los medios de cultivo de las Tablas
13,14 y 15.
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Tabla 13. Observacién visual de pruebas in vitro con Penicillium expansum (120) y extractos etandlicos de
sangre de drago a diferentes concentraciones.
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Tabla 14. Observacién visual de pruebas in vitro con Penicillium expansum (119) y extractos etandlicos de
sangre de drago adiferentes concentraciones.

Control positivo

Control negativo

1000 ppm

2000 ppm

Dia 2

Dia 4

Dia 6

3000 ppm

| __
Ingenieria en Alimentos

60




RESULTADOS Y DISCUSION

]

Tabla 15. Observacién visual de pruebas in vitro con Penicillium expansum (103) y extractos etandlicos de
sangre de drago adiferentes concentraciones.

Dia 1

Dia 2

Control positivo

Control negativo

Dia 4

Dia 6

Dia 8

1000 ppm

2000 ppm

3000 ppm
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Sanchez (2012) realiz6 un estudio quimico biodirigido, con la evaluacion de la actividad
antimicrobiana in vitro de extractos metandlicos y de diclorometano de rizomas y tallos de Jatropha
dioica, obtenidos con una extraccién por maceracion en una relacion 1:2 de tejido seco y
pulverizado de la planta durante 24 hrs, y realizé una identificacion de compuestos activos de los
extractos por HPLC donde identific6 compuestos como citlalitriona y B-sitosterol, que presentaron
actividad antimicrobiana contra el dermatofito Trichophyton rubrum (de 200 pg/mL) y contra
Aspergillus niger (con 200 ug/mL), asi mismo contra las bacterias Gram + como Staphylococcus
aureus (con 100 upg/mL) y Salmonella typhi (con 100 pg/mL), observando que la actividad
antifungica para Penicillium expansum en este trabajo fue a las concentraciones de 2000 y 3000
ppm de extracto etandlico de sangre de drago, siendo mayores las concentraciones a las utilizadas

por Sanchez (2012) en diferentes microorganismos.

Mientras que Silva et al. (2013) realizaron una evaluacion antimicrobiana y citotoxidad de extractos
a base de hexano, acetona y metanol de la raiz de Jatropha dioica, extraida por maceracion contra
especies como E.coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium
y Candida albicans entre otros, donde evaluaron la actividad antimicrobiana mediante la medicion
de la inhibicion alrededor de discos con extracto crudo contra control (farmacos que inhiben
microorganismos comprobados anteriormente), donde obtuvieron mayor inhibicidon que control, la
cual lo atribuyeron en gran parte a la presencia de terpenos en la composicion del extracto de
Jatropha dioica, en especial al -sitosterol, mostraron que para el extracto a base de hexano
presentd una maxima concentracion inhibitoria media (IC 50) de >1000 pg/ml. A pesar de ser
diferentes microorganismos trabajados en el estudio, se emplearon mayores concentraciones de
extracto etandlico de sangre de drago en este proyecto para mostrar actividad antifungica sobre

Penicillium expansum.

Asi mismo Garza et al. (2007) realizaron una investigacion sobre la actividad antifungica de
diferentes plantas del noreste de México, emplearon raices molidas de la Jatropha dioica y
extraidas por maceracion con diferentes disolventes como etanol al 90%, hexano y acetato de etilo
y butanol, y prepararon indculos de diferentes hongos con importancia clinica. Evaluaron su
concentracién inhibitoria minima (MIC) que leyd visualmente, describiéndose como aquella
concentracién de extracto que inhibe el 80% o mas de crecimiento del organismo frente a un control
(prueba sin extracto de evaluacién), observaron que el extracto etandlico al 90% presenta un MIC
de 500 ug/mL para Candida albicans pero para los extractos con hexano, acetato de etilo y butanol

fue de 2250 pg/mL, mientras que para Aspergillus fumigatus y Coccidioides immitis presentd un
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MIC de >1000 pg/mL y Hisoplasma capsulatum con 1000 ug/mL de los extractos etandlicos.
Observando que las concentraciones empleadas en todos los microorganismos trabajados en el

estudio son menores a los empleados en este proyecto sobre Penicillium expansum.

Los resultados anteriores también pueden ser atribuidos al disolvente ya que el etanol acuoso es
un disolvente con mayor polaridad que el hexano y la acetona, y se sabe que los compuestos
fendlicos son la mayoria polar permitiendo mas facil la difusividad en el etanol y mezcla de agua
(Wong et al., 2015).

De igual forma Oliveira et al. (2013), llevaron a cabo una evaluacion de los extractos de Jatropha
dioica Cerv. contra diferentes especies de Candida, evaluado asi mismo la citotoxicidad del
extracto, para ello realizé la extraccion con 200 mL de etanol al 70% y 18 g hojas y raices de
Jatropha dioica Cerv. durante 24 hrs, evaluaron la actividad antifungica de los extractos obtenidos
con una prueba de microdilucién de Candida albicans, C. parapsilosis, C. famata, C. glabrata, C.
lipolytica y Rhodotorula mucilaginosa, donde encontraron una minima concentracion inhibitoria
(MIC) y minima concentracion fungicida (MFC: concentracion de agente antifungico en la que el
numero de unidades formadoras de colonias es de cero [Hawser y Islam, 1999]) de 28,1 g/mL
para los dos extractos de las hojas y raices de J. dioica Cerv., las pruebas de citotoxicidad se
realizaron por la supervivencia de células de fibroblastos de raton (NIH 3T3), lo que concluyé que
los extractos etandlicos de Jatropha dioica Cerv. se pueden utilizar como un agente antifungico
potencial con baja citotoxicidad. Observando que para inhibir el crecimiento de Penicillium
expansum, las concentraciones empleadas de 2000 y 3000 ppm de extracto etandlico de sangre
de drago en este trabajo son menores a las empleadas para las diferentes especies de Candida

empleadas en el proyecto de Oliveira et al. (2013).

Ventura et al. (2006) reportaron que los extractos de Fluorensia cernua, Jatropha dioica, Turnera
diffusa y Euphorbia antisyphilitica fueron efectivos contra algunos hongos importantes incluyendo
Penicillium purpurogenum, Fusarium spp., Alternaria spp., Rhizoctonia spp. y Aspergillus flavus,
de igual forma que los extractos de sangre de drago (Jatropha dioica) empleadas en este trabajo

sobre el hongo Penicillium expansum.

Por lo que el extracto etandlico de sangre de drago (Jatropha dioica) empleado mostré una
inhibicién del crecimiento micelial de Penicillium expansum del 100% a concentraciones de 2000
y 3000 ppm de extracto etandlico. Lo cual se le atribuye a los componentes de Jatropha dioica que

proveen la actividad antimicrobiana, que son metabolitos secundarios, como polifenoles,
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flavonoides y terpenos. Entre estos se encuentran especificamente a la citlalitriona, el riolozatriona,

el jatropholona B, B-Jatrophona, el 3-sitosterol, acido oxalico y acido elagico (Sanchez, 2012).

El efecto inhibitorio de los extractos etandlicos sobre el crecimiento del hongo se basa en el dano
que ocasionan los compuestos bioactivos de las plantas, que son metabolitos secundarios, los
cuales son sintetizados de manera natural como mecanismo de defensa ante artropodos, insectos

y microorganismos (Wong et al., 2010).

La actividad antifungica de los compuestos fendlicos se debe a que generan un dafio severo a las
paredes celulares especialmente cambiando la morfologia de las hifas, reduciendo el espesor de
la pared celular y el didametro de las hifas de los patégenos de las plantas , debido a la interferencia
del componente volatil con la sintesis de pared celular y enzimatica reacciones que conducen a
disposicién incorrecta de componentes de la pared celular , quitina, glucanos y glicoproteinas
(Selvam et al., 2013).

A pesar de que en este trabajo no se evalua el mecanismo por medio del cual los extractos
etandlicos de sangre de drago afectan el crecimiento de P. expansum, algunos autores indicaron
que los compuestos fendlicos de aceites esenciales afectan principalmente la membrana
plasmatica y los organulos celulares como las mitocondrias de los hongos por la disminucién de
los lipidos y los niveles de acidos grasos saturados, y el aumento de los acidos grasos insaturados,

lo que resulta en la fuga de Caz +, Mg2 +y K + (Helal et al., 2006).

Nychas (1995) sefiala que los fenoles pueden causar dafio o destruccion de las enzimas
implicadas en la germinacién de esporas y los aminoacidos que estan involucrados en la

germinacion de esporas.

De igual forma la naturaleza hidréfoba de los compuestos fendlicos, asegura su particion
preferencial en la membrana lipidica, ademas la existencia del nucleo aromatico y el grupo OH en

la estructura de los compuestos fendlicos que causa dafio a la pared celular (Farag et al., 1989).

El mecanismo del efecto antifungico de los compuestos fendlicos entonces depende
predominantemente de la capacidad de afectar la funcidon de las membranas celulares de
lipoproteinas, causando un deterioro de la homeostasis celular idénica, la acidificacion del pH
vacuolar y citosélico, e incluso la destruccién de la integridad celular estructural (Zabka y Pavela,

2013) también alteran las enzimas que son responsables de la energia y la produccion de
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proteinas, causando asi la muerte celular (Kalemba y Kunicka 2003).

Compuestos polifendlicos como son los taninos, tienen la capacidad para unirse a macromoléculas
como hidratos de carbono y proteinas por lo que se convierten en material no disponible para los
microorganismos (Betnoit et al., 1968). Precipitan con sales de metales pesados, proteinas y
alcaloides. Se trata de compuestos hidrosolubles, solubles también en alcohol y en acetona e

insolubles en disolventes organicos apolares (Carretero, 2000).

Otros compuestos bioactivos como los terpenos tienen propiedades antioxidantes que protegen a
lipidos y componentes celulares del ataque de agentes oxidantes como radicales libres de oxigeno,
superoxido y grupos hidroxilo reactivos. La accion inhibidora de los terpenos en células de
microorganismos implica la granulacion citoplasma, ruptura membrana citoplasmatica y la
inactivacion y / o inhibicién de la sintesis intracelular y de enzimas extracelulares (Gehan et al.,
2012).

e PRUEBAS IN VITRO DE PELICULAS MODELO ADICIONADA CON EXTRACTOS
ETANOLICOS DE SANGRE DE DRAGO
Los resultados de las pruebas in vitro de las peliculas modelo adicionadas con el extracto etandlico
de sangre de drago de las tres diferentes cepas de Penicillium expansum se muestran en las
Tablas 16, 17 y 18.

Observando que tienen un efecto inhibidor del 100% sobre el crecimiento de Penicillium expansum
durante los 10 dias las concentraciones empleadas (2000 y 3000 ppm) de extracto etandlico de

sangre de drago adicionadas a las peliculas modelo en las tres diferentes cepas (120, 119y 103).

Mientras que para el control (sin adicion de extracto ni de pelicula modelo) Penicillium expansum
empezo un crecimiento micelial a partir del dia 2 en las tres diferentes cepas (120, 119 y 103),
para el control de peliculas modelo de carboximetilcelulosa existié un crecimiento del hongo a partir
del dia 4 en las cepas 120 y 103, y en la cepa 119 a partir del dia 2. Esto puede deberse a que
como bien se sabe un medio de cultivo es aquel que debe contener los nutrientes suficientes y
agua para que permita el desarrollo de microorganismos (Cafiedo y Ames, 2004) y al agregar al
medio de cultivo la pelicula modelo con carboximetilcelulosa limita el agua disponible ya que ésta
en conjunto con la carboximetilcelulosa, es decir la pelicula modelo, dificultd el crecimiento de

Penicillium expansum pero no lo inhibi6 totalmente.
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Tabla 16. Observacion visual de pruebas in vitro con Penicillium expansum (120) de peliculas modelo y

extractos etandlicos de sangre de drago adiferentes concentraciones.

Dia 1

Dia 2

Dia 8

Control

Control pelicula 0.5% CMC

2000 ppm

3000 ppm
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Tabla 17. Observacion visual de pruebas in vitro con Penicillium expansum (119) de peliculas modelo y
extractos etandlicos de sangre de drago adiferentes concentraciones.

Dia 1

Dia 4

Control

Control pelicula 0.5% CMC

2000 ppm

3000 ppm
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Tabla 18. Observacion visual de pruebas in vitro con Penicillium expansum (103) de peliculas modelo y
extractos etandlicos de sangre de drago adiferentes concentraciones.

Dia 4

Dia 6

Dia 8

Control

Control pelicula 0.5% CMC

2000 ppm

3000 ppm
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Existen diferentes extractos que inhiben el crecimiento de Penicillium expansum, como lo
menciona Tequida et al. (2002) donde evaluaron el efecto de extractos alcohdlicos de plantas
silvestres (Larrea tridentata, Karwinskia humboldtiana, Ricinus communis, Eucalyptus globulus,
Ambrosia ambrosioides, Nicotiana glauca, Ambrosia confertiflora, Datura discolor, Baccharis
glutinosa, Proboscidea parviflora, Solanum rostratum, Jatropha cinerea, Salpianthus
macrodonthus y Sarcostemma cynanchoide) sobre la inhibicion de crecimiento de diferentes
hongos entre los que se encuentran Penicillium expansum, la extraccién se realizé con una
maceracion con calentamiento-agitaciéon de la planta (tallos y hojas) con los solventes: metanol y
etanol ambos al 70%, posteriormente el extracto obtenido fue mezclado con agar Czapeck
extracto de levadura (CYA) en una relacion 1:10, y se le agreg6 indculos del hongo al cual se les
determiné el porcentaje de inhibicion de crecimiento, donde observé que todos los extractos
metandlicos inhibieron el crecimiento de Penicillium expansum, pero su porcentaje de inhibicion
fue menor en algunos casos de los extractos etandlicos por ejemplo los extractos de Baccharis
glutinosa inhibieron en un 38.5% con metanol pero 85.8% con etanol, asi mismo observé que solo
los extractos etandlicos de Jatropha cinere, Karwinskia humboldtiana, Salpianthus macrodonthus
y N. glauca no inhibieron el crecimiento de Penicillium expansum. Caso contrario ya que a
diferencia de la planta del mismo género Jatropha cinere del estudio anterior, para la planta
Jatropha dioica empleada en este proyecto si inhibié el crecimiento de P. expansum a

concentraciones de 2000 y 3000 ppm de extracto etandlico, con una inhibicion micelial del 100%.

Otro estudio fue realizado por Gomez et al. (2014) quienes evaluaron el efecto antifungico del
extracto de acuyo (Piper Auritum) contra Penicillium expansum, la extraccion la realizé en horno
de microondas a 380 W donde colocaron un matraz con hojas de acuyo secas con agua destilada
en una relacion 1:3, el vapor obtenido llego a un condensador, donde se enfrié y se obtuvo el
extracto liquido, este se afiadié al agar PDA a 0 (control), 100, 500, 1000, 2000 y 3000 ppm y
posteriormente de su solidificacion se inocularon 10 yL de una suspension de esporas del hongo
en el centro de la caja para su evaluacion antifungica, donde observé que el hongo Penicillium
expansum crecid en todas concentraciones del extracto, pero este disminuyé a mayor
concentracién del extracto, a 3000 ppm de extracto de acuyo disminuyé un 65.6% el crecimiento
micelial con respecto a control. Mientras que para el extracto etandlico de sangre de drago
empleado en este trabajo existid una inhibicion del 100% sobre el crecimiento de Penicillium
expansum a las concentraciones de 2000 y 3000 ppm, siendo mayor la disminucién del crecimiento

micelial, a lo obtenido por Gémez et al. (2014).
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Zabka et al. (2009) evaluaron diferentes aceites esenciales de 25 especies de plantas medicinales
como inhibidores del crecimiento de seis importantes especies de hongos patégenos y
toxinégenos, uno de ellos fue Penicillium expansum, los aceites se obtuvieron por hidrodestilacion
y se evaluo el porcentaje de inhibicidon con el crecimiento radial del micelio de los hongos por el
método de dilucion en agar PDA adicionado con aceite esencial a una concentracion de 1uL/mL,
observaron que él % porcentaje de inhibicion de las 25 especies de plantas medicinales va desde
25.81% hasta el 100%, es asi que las especies como Anthemis nobilis y Juniperus communis
fueron las de menor porcentaje de inhibicion con 25.81 y 27.96% respectivamente, caso contrario
con las especies como Pimenta dioica 'y P. roseum ya que ambos presentaron un porcentaje de
inhibicién del 100%. Observando que se emplearon concentraciones menores de aceite esencial
para inhibir el crecimiento de P. expansum que los trabajados en este proyecto con extracto

etandlico de sangre de drago.

Mohammadifar et al. (2012) realizaron un estudio de la actividad antifungica de siete aceites
esenciales de algunas plantas medicinales iranies: ajowan (Trachyspermum ammi), shirazi avisan
(Zataria multiflora Boiss), ajedrea (Satureia hortensis), clavo (Caryophillum aromaticus), menta
(Mentha piperita), comino (Cuminum cyminum L.) y alcaravea (Carum carvi) contra diversos
hongos fitopatégenos potscosecha entre los que se encuentran Penicillium expansum, los aceites
esenciales fueron obtenidos por destilacion al vapor, después se incorporé la cantidad 0, 25, 50,
100, 150, 200, 250, 300 y 500 ppm de cada agente antimicrobiano por cada 100 mL de agar PDA
y se determiné el % de inhibicién con el crecimiento radial del hongo en el medio de cultivo, donde
observaron que para Penicillium expansum existié inhibicion del 100% a la concentracion de 150
ppm de Satureia Hortensis y Caryophillum aromaticus, con 500 ppm de Mentha piperita, Cuminum
cyminum L. , Carum carvi'y Trachyspermum ammi, con 50 ppm de Z. multiflora Boiss y con 100
pm de Satureia hortensis. Siendo mucho menores las concentraciones de los aceites esenciales,
a las empleadas en este proyecto (2000 y 3000 ppm) de extracto etandlicos para inhibir el

crecimiento de P. expansum.

De Leodn et al. (2013) determinaron la inhibicion de extractos de Flourensia cernua fermentada en
ensayos in vitro contra Penicillium expansum 'y Fusarium oxysporum, emplearon 5 concentraciones
(0,0.1,0.3,05y 1g/L) que se adicionaron en el agar PDA, donde encontraron que a mayor
concentracién, mayor inhibicién de Penicillium expansum, con una inhibicién del 18,64 % a la

concentracién de 1 g/ L. Obteniendo que a pesar de que se emplearon concentraciones mayores
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(2000 y 3000 ppm) de extracto etandlico de sangre de drago en este trabajo, existi6 mayor %

porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo P. expansum.

Observando una vez mas que la inhibicion del crecimiento de Penicillium expansum fue 100% en
las diferentes concentraciones (2000 y 3000 ppm) de extractos etandlicos de sangre de drago,
siendo concentraciones menores en comparacion con los diferentes extractos y concentraciones
mayores con los diferentes aceites esenciales anteriormente citados, a pesar de esto la diferencia
que existio con los aceites esenciales pudo deberse a que presentan diferentes propiedades e
incluso existen diferencias en su composicion con los extractos de las plantas (Wannes et al.,
2010). Ademas la incorporacion de la pelicula modelo al medio no tuvo repercusion en el efecto
de inhibicidon que poseia el extracto etandlico de sangre de drago contra el hongo Penicillium
expansum. Por lo que para aplicarlo como recubrimiento comestible en algun fruto adicionado con
cualquiera de las diferentes concentraciones (2000 y 3000 ppm) de extracto etandlico de sangre

de drago podria ser una opcion viable para el control del crecimiento de Penicillium expansum.

4.3. Evaluacion de los parametros de calidad en manzanas con recubrimientos
comestibles de carboximetilcelulosa adicionados con extractos etandlicos de
sangre de drago

o Parametros fisicoquimicos

o Solidos solubles

La concentracion de sélidos solubles tiende a aumentar a medida que maduran las manzanas
debido a que los almidones se convierten en aziucares y como consecuencia incrementan la
dulzura en las frutas, por lo que es un indice util de madurez en estos frutos (Contreras, 2010). En
la Figura 49 se muestran los resultados de las manzanas con los diferentes tratamientos aplicados

a las manzanas Golden delicious.

Durante el almacenamiento de las manzanas recubiertas y sin recubrir se observé un ligero
aumento en los solidos solubles, para el inicio del almacenamiento (dia 0) no existio diferencia
significativa (P=0.05) en los diferentes tratamientos aplicados a las manzanas indicando que su
estado de madurez fue similar en todo el lote, para el dia 6 y 30 los sélidos solubles presentes en
las manzanas presentaron diferencia significativa (P<0.05) en aquellas manzanas control (sin RC
ni extractos) con respecto a las manzanas con RC + extracto etandlico de sangre de drago a 3000
ppm, mostrando asi a las manzanas control con una diferencia del 13.76% (en el dia 6) y 32.75%

(en el dia 30) en sdlidos solubles con respecto a la de menor contenido que fueron aquellas con
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el tratamiento con RC+ 3000 ppm de extracto con un promedio de 10.23 °Brix de promedio para
el dia 6 y de 8.96 °Brix el dia 30, siendo mayor el aumento de solidos solubles en las manzanas
control ya que permitio la maduracién normal de las manzanas contrario de las manzanas con RC

que redujo el aumento de solidos solubles que normalmente ocurren en el fruto.
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Figura 49. Sélidos solubles de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con
extracto etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan + desviacion
estandar. RC*: Recubrimiento comestible.

Asi mismo durante el almacenamiento de las manzanas durante 30 dias, en todos los tratamientos
aplicados existid un aumento de sélidos solubles de los frutos, para el caso de las manzanas
recubiertas adicionadas con 3000 y 2000 ppm de extracto de sangre de drago fue de un 9.12% y
15.65% respectivamente, mientras que para las manzanas con el recubrimiento sin extracto solo
aumentaron un 9.19% los solidos solubles, y en el caso de control su incremento fue de un 10%,
mostrando que las manzanas con el tratamiento de RC + 3000 ppm de extracto de sangre de drago
obtuvieron menor ganancia de sélidos solubles, logrando cambios favorables en la maduracion de

las manzanas.

Este comportamiento no concuerda con los obtenidos por Ochoa et al. (2011) donde realizaron
una evaluacién de un recubrimiento comestible basado en cera de Candelilla adicionado con una
cera extraida de Euphorbia antisyphilitica, que contenia acido elagico (EA), para prolongar la
calidad de la vida util y la seguridad de las manzanas "Golden delicious", donde obtuvieron que los

sélidos solubles (°Brix) durante un periodo de 8 semanas no presentaron cambios en todos los
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tratamientos durante todo el periodo de almacenamiento, los resultados de dicho trabajo indicaron
que los solidos solubles varian entre el 13.5 y 16°Brix, con una diferencia mayor del 9 al 17%
respecto a los obtenidos en este trabajo, esto puede deberse a la naturaleza del recubrimiento
empleado ya que en el caso de Ochoa et al. (2011) es de naturaleza lipidica y en el caso del

presente trabajo fue un polisacarido.

Asi mismo en cuanto a recubrimientos comerciales disponibles en el mercado se encuentra el
“Semperfresh” que es un recubrimiento a base de una combinacion de ésteres de sacarosa
derivados de acidos grasos, con carboximetilcelulosa de sodio, el cual de acuerdo con Baldwin et
al. (2011) al aplicarla en manzanas Golden delicious no mostro diferencia significativa en cuanto a
solidos solubles con respecto a manzanas sin RC durante un almacenamiento de 4 meses a 5°C.
De igual forma en otro estudio donde Aguilar-Méndez et al. (2012) realizaron una caracterizaciéon
y aplicacion de peliculas a base de gelatina-carboximetilcelulosa para la preservacion de la
guayaba, mostraron que se incrementaron los °Brix con el tiempo de almacenamiento y que los
frutos recubiertos con la pelicula presentaron los valores menores, sin embargo no existieron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Contrario a los resultados obtenidos en el
contenido de sdlidos solubles de las manzanas en este estudio donde si mostraron diferencias
significativas en aquellos frutos con y sin recubrimiento durante el tiempo de almacenamiento de
30 dias.

Por otro lado El Anany et al. (2009) evaluaron el efecto de la goma de la soja, cera de jojoba,
glicerol, goma arabica y aceite de parafina como recubrimientos comestibles en la vida de anaquel
y calidad de la manzana Malus domestica durante el almacenamiento de 60 dias en frio, mostraron
que para el contenido de sélidos solubles de las muestras de control sin tratamientos de
recubrimiento tuvieron significativamente el nivel mas alto de valor que fue 14.6 °Brix al final del
periodo de almacenamiento y los valores de °Brix en las manzanas recubiertas con cera de jojoba,
aceite de parafina , goma de aceite de soja , glicerol y goma arabica fueron respectivamente de
1.06,1.05, 1.066 , 1.08 y 1.08 veces menor que el valor de control sin recubrimiento al final del
periodo almacenamiento. Observando asi que las manzanas con RC presentaron menor contenido
de sdlidos solubles que las manzanas sin RC durante todo el periodo de almacenamiento,

obteniendo resultados similares al del presente trabajo.

Por lo que la aplicacion de los recubrimientos comestibles con extractos etandlicos de sangre de
drago en las manzanas obtuvo un efecto al reducir los sdlidos solubles, ya que los frutos control

presentaron mayores solidos solubles de un 22 a un 33% de diferencia con respecto a los
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demas tratamientos aplicados, esto debido a que la aplicacién de un RC retrasaron la

maduracion del fruto.

o Acidez
El acido mas importante en las manzanas es el malico, aunque también se encuentran otros como
el succinico, lactico, citrico, etc. Estos van disminuyendo tanto durante la maduracion como
durante su conservacion (Delhom, 1985). En la Figura 50 se observan los resultados obtenidos del

porcentaje de acidez (acido malico principalmente) en las manzanas.

Al inicio del almacenamiento la acidez de las manzanas con RC + extractos etandlicos de sangre
de drago mantuvieron una acidez superior del 40 al 53% con respecto a las de control y RC con
0.1563 y 0.1284 % de acidez respectivamente, atribuyéndolo principalmente a que los extractos
de sangre de drago (Jatropha dioica) ya que poseen acidos organicos en su composicidén como
los acidos oxalico y elagico (Sanchez, 2012), también acidos vanilico, tartarico y citrico (Vargas y
Trejo, 2013), durante los dias posteriores se puede percibir la pérdida de acidez debido a que en
la maduracién, los acidos organicos son utilizados en el ciclo de respiracién o convertidos en

azucares, disminuyendo asi su contenido mismo (Hernandez, 2013).
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Figura 50. Porcentaje de acidez de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con
extracto etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan + desviacion
estandar. RC*: Recubrimiento comestible.

En los dias 0, 6 y 12 de almacenamiento el porcentaje de acidez de las manzanas control y RC

presentaron diferencia significativa (P<0.05) con respecto a los frutos con RC adicionados con
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extractos etandlicos a 2000 y 3000 ppm, para el dia 18 se observé una diferencia significativa
(P=<0.05) de las manzanas control con los frutos con RC y aquellas adicionadas con extractos,
presentando una diferencia del 51.92% con respecto a la de mayor acidez en el dia 18 que fueron

las manzanas con RC adicionadas con 2000 ppm de extracto etandlico.

Posteriormente para el dia 24 y 30 en el porcentaje de acidez de las manzanas con los tratamientos
con RC+ extracto etandlico a 3000 ppm y control presentaron diferencia significativa (P<0.05) con
respecto a las manzanas de los demas tratamientos, especificamente el tratamiento de las
manzanas con mayor porcentaje de acidez fueron las de RC+ 2000 ppm de extracto etandlico con
0.15% de promedio, con una diferencia del 52.12% respecto a la de menor acidez que fue el

tratamiento de control con 0.0503% de promedio.

Durante todo el tiempo de almacenamiento de las manzanas (30 dias), se examind que en cuanto
a la pérdida del % de acidez, las manzanas con los tratamientos de RC con 3000 y 2000 ppm de
extracto etandlico disminuyeron 79.66% y 61.47% respectivamente, mientras que en los controles
existié una disminucion del 67.85% y para el caso del tratamiento con solo RC un 26.08%, siendo

asi que el tratamiento de RC en las manzanas fue el que presenté el menor cambio de acidez total.

En un estudio de Olivas et al. (2007) aplicaron recubrimientos comestibles a base de alginato para
preservar la calidad de manzanas Gala minimamente procesadas durante un almacenamiento de
9 dias, encontraron que la concentracion de acido malico disminuyé en todos los tratamientos pero
no se encontraron diferencias significativas entre el control y manzanas tratadas con RC. Esto no
concuerda con este trabajo en donde si existio diferencia significativa durante el almacenamiento
de las manzanas, esto pudo ser debido que en este trabajo existié la adicion de extractos
etandlicos de sangre de drago a la matriz del recubrimiento a base de CMC lo que pudo conferirle

cambios.

Asi mismo El-Anany et al. (2009) evaluaron recubrimientos comestibles a base de la goma de la
soja, cera de jojoba, glicerol, goma arabica y aceite de parafina, en la vida de anaquel y calidad de
la manzana Malus domestica almacenados por 60 dias, donde observaron que la acidez disminuyé
gradualmente y significativamente con el aumento del periodo de almacenamiento, las muestras
de control (sin recubrimiento) tuvieron el nivel mas bajo de acidez que fue del 0.3 % al final del
periodo almacenado, los demas tratamientos aplicados mostraron una acidez del 0.35 a 0.37% al

final del almacenado. Existiendo una diferencia en los resultados de acidez con este proyecto ya
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que presentd un 73 al 87% mayor a los obtenidos en este estudio, pero concuerda en que los

frutos control presentaron la menor acidez al final del periodo de almacenamiento.

Es asi que la aplicacién de recubrimientos comestibles adicionados con extractos etandlicos
muestran un efecto positivo ya que disminuyeron la pérdida de acidos organicos en las manzanas,
ya que el tratamiento de control presenté una menor acidez con una diferencia del 6 hasta el 50%
en comparacion con los demas tratamientos, debido a que el empleo de RC redujo la maduracion

normal de las manzanas.

o pH
La modificacion del contenido de acidos organicos es de gran importancia a nivel bioquimico, ya
que el pH condiciona la actividad de un gran numero de enzimas responsables de los sucesos
claves (ablandamiento, color, entre otros) asociados a la maduracién (Gil, 2010). Asi mismo
Pantastico (1981) afirma que el aumento del pH ocurre debido a la reduccion de la acidez titulable,
de igual forma Chitarra y Chitarra (2005) mencionan que el contenido de acidos organicos
disminuye con la maduracion debido a la respiracion o su conversion en azucares, por lo tanto el
pH de la fruta aumenta con una disminucion de la acidez, y por ende este parametro se utiliza
como un indicador de la variacion de la maduracion. Los resultados de pH de las manzanas con

los diferentes tratamientos se observan en la Figura 51.
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Figura 51. pH de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con extracto etandlico
de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan + desviacion estandar. RC*:
Recubrimiento comestible.
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Para el inicio del almacenamiento las manzanas no presentaron ninguna diferencia significativa
(P=0.05) en cada uno de los tratamientos aplicados pero para los dias 18 y 24 si la hubo (P<0.05)
entre las manzanas con el tratamiento de control (sin RC ni extractos etandlicos) con respecto a

las manzanas con RC+ extracto etandlico a 2000 y 3000 ppm, del 5 al 12 % respectivamente.

En el dia 30 las manzanas con el tratamiento RC mostraron el valor mas alto de pH con 4.09 de
promedio, con una diferencia del 17.34% respecto a la de menor pH que fueron las manzanas con
RC+ 2000 ppm de extracto etandlico de sangre de drago con un pH de 3.38, existiendo asi mismo
diferencia significativa (P<0.05) de las manzanas con RC + extractos etandlicos a 2000 ppm con
respecto a los frutos con RC y control, esto debido a que a medida que avanza el tiempo de
almacenamiento estos aumentaron en pH, mientras que los tratamientos con extractos etandlicos
presentaron una disminucion de pH atribuyéndolo al empleo de los mismos extractos sobre el RC,
como se menciond en el apartado anterior de acidez, que va de la mano con la determinacién de
pH.

Para el almacenamiento de las manzanas con cada uno de los tratamientos aplicados durante los
30 dias, existio un aumento del 5.37% para las manzanas del tratamiento control, un 5.21% para
el tratamiento de RC y para los frutos de los tratamientos de RC + extractos etandlicos a 2000 y
3000 ppm existié una disminucién del 61.47 y 79.66% respectivamente, por lo que las manzanas
con los tratamientos con los extractos etandlicos mostraron diferencia significativa ya que en vez

de aumentar estos disminuyeron de pH.

Los resultados concuerdan con Fontes et al. (2008) donde utilizaron un recubrimiento comestible
de alginato en manzanas Royal Gala minimamente procesados y almacenados en 2°C durante 13
dias y encontraron que el pH de las manzanas con RC redujo el pH de 4.13 a 4.01 durante todo el
almacenamiento, mientras que control aumento el pH de 3.73 a 3.88, ya que en este trabajo existio
el mismo comportamiento en cuanto a la disminucién del pH de los tratamientos con RC + extractos
etandlicos aplicados a las manzanas, de igual forma los resultados en pH concuerdan con los

obtenidos en este estudio mostrando pH similares con una diferencia del 1 al 10%.

Cruz et al. (2015) evaluaron recubrimientos comestibles de cera de candelilla, goma arabe, el
aceite de jojoba, y los polifenoles de granada con el fin de mejorar la calidad de vida de anaquel
en peras, donde observaron que los valores de pH no muestran ninguna diferencia significativa en
la concentracién de cera de candelilla y el aceite de jojoba, pero a mayor concentracién de goma

arabe y polifenoles los valores de pH aumentan, los resultados de pH de los frutos con RC fue
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diferente significativamente en comparacién con los frutos control mostrando valores mayores de
pH con la aplicacion de diferentes mezclas del RC. Esto no concuerda respecto a los resultados
obtenidos en este trabajo ya que las manzanas control fueron las que presentaron mayores pH

respecto a los frutos con los tratamientos de RC adicionados con extractos.

De este modo es asi que la aplicacion de recubrimientos comestibles con extractos etandlicos
provoco una disminucion del pH en manzanas debido a que la adicion de los propios extractos
etandlicos, mostrando a los frutos control con un pH del 6 al 16% mayor respecto a los tratamientos
con adicion del extracto etandlico mientras que las manzanas con el tratamiento RC presentaron
un pH 2% superior que control, por lo que la aplicacion de un RC adicionado con extractos

etanolicos es viable para el atraso de la maduracion normal del fruto.

e Parametros fisicos
o Color
El color de las manzanas, constituye uno de los factores organolépticos mas atrayentes; la clorofila
es la que proporciona el color verde caracteristico, que enmascara la presencia de otros
pigmentos; las antocianinas se encuentran en la piel de esta fruta, dandole el color rojo; los
carotenoides son los responsables del color amarillo (Gil, 2010). Es asi que el uso de
recubrimientos comestibles permite una atmésfera modificada entre la pelicula y la superficie de
las mismas, prolongando la degradacion de pigmentos debido a la ausencia de CO: y el desarrollo

de colores indeseables (Pérez et al., 1999).

= Croma

El croma se refiere al aspecto que varia entre un color intenso o de maxima pureza y uno apagado
0 grisaceo, suponiendo que permanezca al mismo tinte (Caivano, 1995). Los valores de croma se

observan en la Figura 52.

Donde se puede observar que para el dia 0 existid diferencia significativa (P<0.05) en las
manzanas con RC y RC + 3000 ppm de extracto etandlico con respecto con los frutos que
presentaron RC + extracto etandlico a 2000 ppm y control (sin RC ni extractos etandlicos), siendo
el croma de 35.53 y 38.38 respectivamente, presentando una diferencia del 18 al 24% con la de
mayor croma que fueron las manzanas con RC. Para los dias siguientes el croma fue
incrementando ya que en el proceso de maduracién se produce una degradacion de la clorofila
superficial del fruto mientras que se van sintetizando pigmentos coloreados, ya sean carotenoides

o antocianos (Delhom, 1985).
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Figura 52. Croma de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con extracto
etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan * desviacion estandar.
RC*: Recubrimiento comestible.

Para el dia 24 existidé diferencia significativa (P<0.05) de las manzanas control y RC ya que
presentaron una diferencia mayor de un 9 al 11% de croma con respecto a aquellas adicionadas
con extractos etandlicos de sangre de drago de un menor croma. En el dia 30 no hubo diferencia
significativa (P=0.05) en el croma de las manzanas con cada uno de los tratamientos aplicados,

sin embargo el que obtuvo un mayor croma fueron los frutos control con 54.67 de promedio.

El almacenamiento de 30 dias de las manzanas con los diferentes tratamientos aplicados,
presentaron un aumento del parametro de croma, mostrando que para las manzanas con el
tratamiento de RC + 2000 ppm de extracto etandlico aumento un 31.68%, mientras que los frutos
con RC + 3000 ppm de extracto un 7.35% de aumento en croma, finalmente para las manzanas
control un 29.79% y RC existié un 11.04% de aumento, definiendo asi que los frutos con adicion

de 3000 ppm de extracto en el RC fueron los que presentaron un menor aumento en croma.

Moncayo (2013) realiz6 una evaluacion de recubrimientos comestibles de biopolimero tipo
dextrano en fresa, por dos métodos de aplicacion: por aspersion e inmersioén, donde mostraron
que existio una disminucion del croma en los frutos pero se presentdé de mayor manera en los
frutos recubiertos por inmersion, asi mismo los frutos con ambos tratamientos de aplicacion del
recubrimiento presentaron menor disminucién del croma que los tratamientos control. Esto no
concuerda por lo expuesto en este trabajo debido a que no existi6 una disminucién si no un

aumento y eso puede ser debido a la naturaleza del RC ya que el biopolimero utilizado por
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Moncayo (2013) es un polisacarido mucho mas complejo que el empleado en este proyecto

ademas de que es un fruto completamente diferente.

Es asi que la aplicacion de un recubrimiento comestible con extractos etandlicos de sangre de
drago es viable para que no exista aumento del Croma (saturacién del color) del 4 a 9%, que es el
aumento que presentaron las manzanas control con respecto a los frutos de los demas
tratamientos, ya que de acuerdo a Rocha y Morais (2003) un RC es benéfico ya que el color de

los frutos recubiertos presentan menores cambios en comparacion con las manzanas sin RC.

= Tono Hue
Propiedades como el color y brillo tienen un gran impacto en la aceptacién del consumidor (Cruz,
2013). El valor Hue representa el verdadero color, el cual es efectivo para visualizar la apariencia

de los productos alimenticios (McGuire, 1992).

Los resultados del angulo Hue se muestran en la Figura 53. Como se menciond anteriormente el
cambio en la coloracion de las manzanas se debe a que éste fue degradando la clorofila y deja al
descubierto otros pigmentos o sintetiza otros compuestos responsables del color durante la
maduracién (Gil, 2010). Sin embargo en el parametro de °Hue no existid diferencia significativa
(P=0.05) en los dias 0 al 18, hasta el dia 24 en donde las manzanas control y las de RC,
presentaron diferencia significativa (P<0.05) con el de las manzanas con RC + extractos etandlicos,
esta diferencia fue del 6.45y 7.19% en los tratamientos con adicién de extractos etandlicos a 2000
y 3000 ppm respectivamente. Ademas se observo que las manzanas que presentaron el mayor
tono que fueron las del tratamiento de RC con 88.69 de promedio en °Hue, estos valores indican
tonos verdosos. Para el dia 30 no hubo diferencia significativa (P=0.05) en los diferentes

tratamientos aplicados a los frutos.

Al final del almacenamiento de las manzanas con los diferentes tratamientos aplicados mostraron
un aumento en el parametro de tono, donde existi6 un aumento del 7.22% en las manzanas con
RC, un 8.18% para control, y para los frutos adicionados con extractos etanélicos de 2000 y 3000
ppm presentaron un aumento del 10.93 y el 2.29% respectivamente, variando asi el angulo sobre
la coloracién normal, es decir que permitié la maduraciéon normal al cambiar de tono, siendo el
tratamiento de RC + 3000 ppm de extracto etandlico el que presentd menor variacion en este

parametro sobre las manzanas.
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Figura 53. Tono “Hue de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con extracto
etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan * desviacion estandar.
RC*: Recubrimiento comestible.

Lucimara et al. (2015) analizaron el efecto de la goma de anacardo y carboximetilcelulosa como
RC en guayabas frescas y cortadas, observaron que la cascara en la fruta entera en las muestras
de control sufre una fuerte reduccién en el angulo Hue, los valores disminuyeron en
descomposicion continua durante el almacenamiento a temperatura ambiente, mientras que los
frutos con RC sufren una pérdida menor del angulo Hue. Esto no concuerda debido a que en este
estudio en vez de existir una disminucion existi6 un aumento del angulo Hue, lo unico en que
coincide es que el aumento (en este caso) fue menor en comparaciéon con control, esto puede ser
debido a que en este proyecto solo se empleé CMC en la matriz del RC y no una mezcla con otra

goma, lo que pudo generar cambios propios en el fruto sobre el tono.

Siendo asi que las manzanas con recubrimientos comestibles adicionados con extractos etandlicos
de sangre de drago aplicados a las manzanas presentaron un aumento de tono menor, con
respecto a los frutos sin recubrir (control) y RC con una diferencia del 2 al 4%, pudiéndose explicar
debido a una limitacion en la permeabilidad del oxigeno a través del recubrimiento que modifico la
maduracion y retrasaron los cambios de color de la piel de acuerdo a trabajos de Wu y Chen
(2013). Asi mismo que fue reforzada por la actividad antioxidante de los extractos etandlicos
incorporado en el RC, que de acuerdo con Chitarra y Chitarra (2005), la clorofila es abundante en
productos ecoldgicos y la pérdida de este pigmento es debido a su descomposicion estructural,

principalmente por los cambios en pH y la presencia de sistemas oxidantes.
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= Luminosidad
La luminosidad es un parametro que nos permite describir objetivamente los cambios de color en

los frutos (Gonzalez y Guzman, 2011).

Observando que durante el paso del tiempo de almacenamiento las manzanas en este parametro
tiende una disminucion (Figura 54) debido a que existe una pérdida de brillo del color estudiado
durante la maduracién de los frutos, debido a que el valor de L va desde una reflexién nula (L=0)

a una reflexion difusa perfecta (L=100) [Gonzalez y Guzman, 2011].

En el primer dia de almacenamiento la luminosidad de las manzanas no presentaron
estadisticamente diferencia significativa (P=0.05) en todos los tratamientos aplicados pero para el
dia 6 y 12 si existio diferencia significativa (P<0.05) en la luminosidad de las manzanas con los
tratamientos sin recubrimiento (control) y con RC con respecto a los demas tratamientos aplicados
a los frutos, siendo menores la luminosidad de las manzanas control con 67.4 a 67.32 y las RC
con 67.3 a 68.45 de luminosidad del dia 6 al 12 respectivamente, presentando estas una diferencia
del 6 al 7% con las de mayor luminosidad que fueron las manzanas con RC adicionado con extracto

etandlico a 2000 y 3000 ppm.
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Figura 54. Luminosidad de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con extracto
etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan + desviacion estandar.
RC*: Recubrimiento comestible.

Mientras que en el dia 24, las manzanas con RC mostraron diferencia significativa (P<0.05) con

respecto a los frutos con RC + 2000 ppm de extracto etandlico al presentar una mayor luminosidad
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con 69.94 de promedio, la diferencia que presentaron fue de 10.64% con respecto a la de menor
luminosidad que fueron las manzanas unicamente con RC. Para el dia 30 no hubo diferencia
significativa (P=0.05) en ninguna de las manzanas con los diferentes tratamientos aplicados,
presentando al final la mayor luminosidad aquellos frutos con recubrimiento adicionado con 2000

ppm de extracto etandlico con 67.57 de promedio.

Para los 30 dias de almacenamiento de las manzanas, estas presentaron una disminucién de la
luminosidad en los diferentes tratamientos, en el caso del tratamiento de control hubo una
descenso del 7.74%, para el caso de las manzanas con RC fue un 4.35%, finalmente para los
frutos con recubrimiento y adicionados con 2000 y 3000 ppm de extracto etandlico existié un 6.42%
y 5.32% de disminucién de luminosidad respectivamente, siendo asi que las manzanas con RC

fue el que permitié menor pérdida de la luminosidad durante todo el almacenamiento.

En otros estudios como el realizado por Jo et al. (2014), evaluaron la aplicacion de un recubrimiento
comestible de cera de carnauba y goma laca (CSW) basada en una nanoemulsion adicionada con
aceite de hierba de limén (LO) en Manzanas 'Fuji’, que se compararon con manzanas sin
recubrimiento con respecto a su calidad y la seguridad microbiana durante 5 meses, mostraron
que el valor de luminosidad, para las manzanas sin revestir después del tiempo del
almacenamiento disminuyeron de 45 a 40 de L*, sin existir diferencias con las manzanas
recubiertas solamente con el CSW ya que también aminoraron de 46 a 45 de L*, pero las
manzanas recubiertas con CSW-LO el valor de luminosidad ligeramente se redujo y volvié a
aumentar de 44 a 46 de L* durante el almacenamiento. Esto no concuerda respecto a los valores
de L* en las manzanas de este estudio que mostraron una diferencia superior de aproximadamente
37 a 41%, pero si concuerda respecto a la pérdida de luminosidad que es mayor en control con
respecto a los demas tratamientos con RC debido a que de acuerdo con los resultados obtenidos
de Wan et al. (2013) la aplicaciéon de un recubrimiento disminuy6 la pérdida de luminosidad y otros

parametros en los frutos.

Asi mismo Krasniewska et al. (2015) realizaron la aplicacion de recubrimientos con pululano
enriquecidos con extractos de Bergenia crassifolia para controlar el crecimiento de
microorganismos y mejorar la calidad de los pimientos y manzanas, donde las manzanas con el
recubrimiento de pululano y las adicionadas con extracto no tenian diferencia significativa sobre
los cambios en luminosidad en los 24 dias de almacenamiento, con valores de L* mayores que

control con 32 a 33 de L*, mientras que control mostré reducido el valor L* de 31.6 a 30.61; es

83

-
Ingenieria en Alimentos



I RESULTADOS Y DISCUSION

decir que contribuyd al oscurecimiento de manzana, este comportamiento fue similar al presente
trabajo ya que las manzanas con RC y adicionadas con extractos etandlicos mostraron una

luminosidad mayor a control, asi mismo se observa la disminucion de luminosidad.

Por ende la aplicacion de un recubrimiento comestible adicionado con extracto de sangre de drago
en manzanas reduce la pérdida de luminosidad, como lo ocurrido en las manzanas control (sin RC
ni extractos etandlicos) ya que presentaron una mayor pérdida de luminosidad con una diferencia
del 4 al 7% de los demas tratamientos, por lo que el RC pudo mantener el color especificamente

en la luminosidad de las manzanas durante el almacenamiento.

o Pérdida de peso
La transpiracion y en menor medida el consumo de sustratos, son la razén de la pérdida de peso
en los frutos durante la maduracién en postcosecha (Solarte, 2010). En la Figura 55 se muestran

los resultados de % porcentaje de pérdida de peso de las manzanas.
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Figura 55. Pérdida de peso de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con
extracto etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan * desviacién
estadndar. RC*: Recubrimiento comestible.

Las manzanas sin recubrir y las manzanas recubiertas y aquellas recubiertas adicionadas con
extracto de sangre de drago no presentaron diferencia significativa (P=0.05) del dia 0 al 20, y el
dia 26 en la pérdida de peso. Sin embargo para los dias del 22 al 30 (excluyendo al dia 26) las
manzanas control mostraron diferencia significativa (P<0.05) con respecto a las del tratamiento

con RC, ya que estas frutas registraron la mayor pérdida de peso, con diferencia del 30.34% en el
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dia 30 con respecto a la de menor pérdida de peso que fueron las manzanas control, mientras que
aquellas manzanas con recubrimiento adicionadas con 2000 ppm de extracto etandélico mostraron

una diferencia del 14.5% con respecto a los frutos control.

Durante todo el tiempo de almacenamiento de las manzanas presentaron ascenso en la pérdida
de peso, para el caso de las manzanas con RC + extractos etandlicos a 2000 y 3000 ppm
mostraron un incremento del 88.66 y 86.9% respectivamente, aquellos frutos con recubrimiento
sin adicion de extracto el %pérdida de peso aumentd un 89.87%, para las manzanas control un

84.16%, siendo este ultimo el que presenté menor ascenso en la pérdida de peso.

De acuerdo con Wan et al. (2013) quienes evaluaron la aplicacion de un recubrimiento comestible
de cera de carnauba y goma laca (CSW) basada en una nanoemulsién adicionada con aceite de
hierba de limon (LO) en Manzanas ‘Fuji’, encontraron que hubo una diferencia en la pérdida de
peso entre las muestras de manzana sin recubrir y recubiertas después de 5 meses de
almacenamiento, donde el peso de las manzanas sin recubrir disminuyé en un 7.22 %, mientras
que la pérdida de peso de las manzanas recubiertas con CSW y CSW -LO fueron de 4,82 % y 5,18
% respectivamente. Por lo que no concuerda con los resultados obtenidos en este proyecto, ya
que las pérdidas de peso en este trabajo fueron mayores de las manzanas con RC que aquellas
sin recubrimiento, esto puede deberse a que de acuerdo a los resultados obtenidos por Johnston
y Banks (1998) que realizaron recubrimientos a base de CMC al 2% en aguacates, este no reducia
la pérdida de peso atribuyéndolo que el CMC al ser un polisacarido hidrofilico no ejercié una

barrera al vapor de agua efectiva, del mismo modo que los resultados obtenidos en este proyecto.

Del mismo modo Synowiec et al. (2014) determinaron las propiedades antimicrobianas y
antioxidantes de la pelicula de pululano que contiene extracto de albahaca y realizaron una
evaluacion de la eficacia como recubrimiento en la prolongacion de la vida util de las manzanas
almacena durante 30 dias en condiciones de refrigeracion, resultaron que para la pérdida de peso
en las manzanas sin RC eran mas altas en comparacién con las recubiertas, donde después de
30 dias de almacenamiento a temperatura de refrigeracion las pérdidas de peso fueron 4,1%
(manzanas sin RC), 3,2% (manzanas con RC pero sin extracto) y 2,8% (manzanas recubiertas con
recubrimiento mas extracto). Esto no concuerda debido a que las pérdidas de peso son mayores
en un 5 a 7% en este proyecto y de igual forma en este trabajo las que presentaron mayor pérdida

de peso fueron las manzanas con los tratamientos con RC.
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Conforti y Totty (2007) observaron la pérdida de peso constante en manzanas Golden delicious
tanto con y sin recubrimiento a base de un hidrocoloide lipido y estadisticamente no mostro
diferencia durante el almacenamiento de 8 semanas en refrigeracion es decir no mostro cambios.
Mientras que Erbil y Mnftngil (1986) observaron un incremento de pérdida de peso en melocotones
a los que se les aplico recubrimientos a base de CMC y aceite de coco. Por lo que estos resultados
concuerdan con este proyecto ya que existi6 mayor pérdida de peso en las manzanas con

recubrimiento.

Mientras que Debeaufort et al. (1998) reportaron que en manzanas (Golden delicious) tratadas con
una cobertura comestible de cera de carnauba, almacenadas a 3 y 14 °C, presentaron mayores
pérdidas que los controles (sin cobertura) en las dos diferentes temperaturas de almacenamiento,
lo cual se atribuyeron a que el recubrimiento pudo estar actuando como agente sacrificante, es
decir, el agua que primero sale es la del recubrimiento y evita la pérdida por el fruto. Es asi que
estos resultados concuerdan con este proyecto ya que de igual forma existi6 mayor pérdida de

peso en las manzanas con RC

De este modo la aplicacion en manzanas de un recubrimiento comestible con extractos etandlicos
de sangre de drago no disminuy® la pérdida de peso, ya que las manzanas sin recubrir fueron las
que presentaron una menor pérdida de peso con una diferencia del 15 al 30% aproximadamente
con respecto a los demas tratamientos, debido a que los recubrimientos no redujeron la pérdida
de peso, esto puede ser debido a la naturaleza hidrofilica de la matriz del RC ya que no pudo
aportar una barrera adicional a la deshidratacién en la superficie de los frutos, sumando la barrera
de vapor de agua que ejerce la propia piel de las frutas y las ceras naturales presentes en la misma
de acuerdo a Baldwin et al. (1997).

o Firmeza

La pérdida de textura es el cambio mas notable que ocurre en frutas y vegetales durante
prolongados tiempos de almacenamiento y esta relacionado a los cambios metabdlicos y al
contenido de agua (Garcia et al., 2000). En la Figura 56 se muestran los resultados de firmeza

expresado en Newtons.

Observando que la firmeza disminuye al paso del tiempo del almacenamiento, esto es debido a la
degradacion basada sobre los cambios en la estructura quimica de los polisacaridos de la pared

celular como pectinas, responsables de la estructura de la fruta, con el consiguiente ablandamiento
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de su tejido (Gil, 2010). En el dia 0 no hubo diferencia significativa (P=0.05) entre la firmeza de las

manzanas con los diferentes tratamientos.

70
60
\i
S~
_ 50 t 1 i -
Z 4 ) ' —
30
£
-E 20 RC+3000ppm
—=& RC+2000ppm
10 RC*
=&~ Control
0
0 6 12 18 24 30

Tiempo de almacenamiento (Dias)

Figura 56. Firmeza de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con extracto
etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan + desviacion estandar.
RC*: Recubrimiento comestible.

En los dias 6 y 18 del almacenamiento existio diferencia significativa (P<0.05) entre la firmeza de
las manzanas control con respecto a los frutos tratados con RC + 2000 ppm de extracto etandlico
en el dia 6 y los de RC en dia 18, mostraron asi la menor firmeza, las manzanas control con 39.91
y 37.83 N en los dias 6 y 18 respectivamente. Para el ultimo dia de almacenamiento de las
manzanas, la firmeza no presenté diferencias significativas (P=0.05) en cada uno de los
tratamientos aplicados a los frutos, siendo las manzanas con RC + 2000 ppm de extracto etandlico

las que presentaron mayor firmeza con 39.75 N

En cuanto al almacenamiento de las manzanas durante los 30 dias presentaron una disminucion
de firmeza, siendo evidente en las manzanas con los tratamientos con RC + 2000 y 3000 ppm de
extracto etandlico presentaron una disminucion del 36.56 y 30% respectivamente, mientras que
para las manzanas control y aquellas con RC sin extracto etandlico presentaron una disminucion
del 30.24 y 26.77% respectivamente, mostrando que las manzanas con RC sin adicidon de extracto

fueron las que presentaron menor pérdida de firmeza.

Bai y et al. (2003) realizaron recubrimientos comestibles a base de Polietileno, candelilla, laca de

carnauba y goma laca con un monitoreo de 2 6 4 semanas a 20°C en diferentes variedades de
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manzanas como Delicious, Fuji, Braeburn y Granny Smith, en donde, la firmeza de las manzanas
al inicio en las diferentes variedades Delicious (73 N) Braeburn (72 N), Fuji (76 N) y Granny Smith
(78 N) presentaron valores similares, asi mismo la pérdida de firmeza durante el almacenamiento
era menor para las frutas con recubrimiento, obtuvieron que el RC que presentaba menor pérdida
de firmeza era el de goma laca, en las diferentes variedades exceptuando a la variedad Granny
Smith que en su caso fue el RC de laca de carnauba, mientras que el que presenté mayor pérdida
de firmeza en todas las variedades fue el RC de polietileno. Esto resultados fueron diferentes
respecto al presente estudio ya que los que presentaron mayor pérdida de la firmeza fueron los
que poseian un RC, excluyendo al RC +2000 ppm de extracto, sin embargo con respecto a los
valores de firmeza estos muestran una diferencia solamente del 15 al 30% aproximadamente con
los obtenidos en este trabajo, esto pudo deberse a la naturaleza hidrofilica del CMC empleado en
la matriz del recubrimiento que fomenté la trasferencia de vapor de agua en el fruto favoreciendo

a cambios estructurales del mismo lo que afecto este parametro

Del mismo modo Lucimara et al. (2015) analizaron el efecto de la goma de anacardo y
carboximetilcelulosa como RC en guayabas frescas y cortadas, donde observaron que no hubo
diferencias significativas en la pérdida de la firmeza de los frutos durante los 12 dias de
almacenamiento, sin embargo estas pérdidas fueron menores en los frutos sin recubrir que los que
tenian un RC lo que atribuyeron a que la disminucién progresiva de la firmeza de la pulpa de la
fruta en la maduracion también se refleja con la pérdida de peso. Por lo que estos resultados
coinciden con los obtenidos en este proyecto ya que los frutos sin RC presentaron una menor
pérdida de firmeza. Ademas de que estos presentaron menor pérdida de peso lo que concuerda

con Lucimara et al. (2015).

Es asi que la aplicacion en manzanas de un recubrimiento comestible con extractos etandlicos de
sangre de drago no disminuyo la pérdida de la firmeza con respecto a las manzanas que no se le
aplicé RC, debido a que la aplicacién del RC no retardaron los cambios en la firmeza por la

maduracién del fruto, es decir que con o sin RC la pérdida de firmeza fue similar.

e Parametro fisiolégico
o Respiracion
La respiracion en los frutos es el proceso mediante el cual reservas organicas (carbohidratos,

proteinas, etc.) son degradadas a productos finales simples con una liberacion de energia, donde
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el oxigeno (O2) es consumido y usado para producir el biéxido de carbono (CO;) en este proceso
(Kader, 1992).

En la respiracién, el fruto consume el O, presente en el interior del mismo y genera COy, lo que
empobrece en O, la atmosfera interna del fruto y la enriquece en CO,. De esta manera, se
establece un gradiente de concentracion de ambos gases entre la atmédsfera interna del fruto y la
atmosfera que rodea al mismo, que genera un flujo de ambos gases a través de la piel del fruto,
entrando O; al interior del mismo y saliendo CO». Los recubrimientos aplicados en la superficie de

los frutos, aportan una barrera adicional a los gases CO2 y O2 que afecta el transporte de estos
(Navarro, 2007).

En la Figura 57 se muestran los resultados de la respiracién del fruto en mgO./Kg*h donde se
puede examinar que ésta disminuye debido a que la tasa de respiracion del oxigeno se reduce por
el consumo del mismo para la produccion de CO,. En donde al inicio del almacenamiento de las
manzanas al dia 8 y del dia 16 al 30 no hubo estadisticamente diferencia significativa (P=0.05) en

los diferentes tratamientos aplicados a los frutos.
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Figura 57. Respiracion de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con extracto
etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm. Las barras verticales representan + desviacion estandar.
RC*: Recubrimiento comestible.

En cuanto a los dias 10 y 12 hubo diferencia significativa (P<0.05) de las manzanas con RC con
respecto a los frutos con recubrimiento + 2000 ppm de extracto etandlico mostrando una diferencia

con los frutos con RC del 54.83%(dia 10) y 66.66%(dia 12) en la tasa de respiracion, del mismo
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modo para el dia 14 existié diferencia significativa (P<0.05) de las manzanas con RC adicionado
con 3000 ppm de extracto con los demas frutos de los diversos tratamientos aplicados, con una
diferencia del 76.08% con respecto a la de menor tasa de respiracién que fueron las manzanas

control con 0.36 mgO,/Kg*h de promedio.

Finalmente para el dia 30 no existié diferencia significativa (P=0.05) en la tasa de respiracion de
las manzanas con los diferentes tratamientos aplicados a pesar de esto, se observo que las
manzanas con RC presentaron una mayor tasa de oxigeno con una diferencia del 46 al 50%
respecto a las manzanas sin RC (control) con una tasa de respiracion del 0.26 mgO2/Kg*h, por lo
que indica que existe una menor produccion de CO; en las manzanas con RC que las manzanas

control.

Mostrando que durante los 30 dias de almacenamiento de las manzanas decrecian en la tasa
respiratoria ya que existe el consumo de O, para los frutos con RC mostraron una disminucion del
40%, mientras que las manzanas control un 84%, para las manzanas con RC y adicionadas con
extracto a 3000 y 2000 ppm el descenso en la tasa respiratoria fue del 81.01 y 88.4%
respectivamente, por lo que el que presentd una menor disminucion de la tasa de respiracion de
O: fueron las manzanas con RC, debido a que muestra que es menor el consumo de O, para dar

a la creacion de CO..

Chauhan et al. (2011) realizaron una evaluacion de RC de goma laca y gel de Aloe para mantener
la calidad de rodajas de manzanas, donde determinaron la respiracion en mLCO2/kg*hr, donde
resultd que la aplicacién de los recubrimientos comestibles de goma laca y gel de aloe por
separado y en combinacion mostraron un efecto significativo en el comportamiento respiratorio a
diferencia de las no recubiertas, sefalaron que estas tuvieron las tasas de respiracion mas altas
de CO; debido a que el fruto al madurar empieza a consumir el O reduciéndolo del medio para
transformarlo en CO- y por ende al pasar el tiempo presenta mayores valores en la tasa de CO.,
esto concuerda con los resultados obtenidos en este proyecto, pero en este caso la tasa de
respiracion analizada fue de O, donde las manzanas sin recubrir mostraron menor tasa de
respiracion de O; lo que sugiere que existi6 mayor consumo del mismo por el fruto para

transformarlo en CO..

Zhang et al. (2014) mencionan que los derivados de celulosa proporcionan la humedad y barreras

de oxigeno y didxido de carbono, y mejoran la adherencia de las formulaciones de revestimiento,
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estos derivados de celulosa son generalmente transparentes, flexibles, inodoro, insipido, soluble
en agua, y resistentes a O, y COz. Asi mismo Lin y Zhao (2007) senalaron que los RC de
carboximetilcelulosa pueden reducir la absorcion de oxigeno sin aumentar el nivel de diéxido de
carbono en el interior de manzanas recubiertas mediante la simulacién de una atmodsfera

controlada.

Bonilla et al. (2012) analizaron que las peliculas y recubrimientos comestibles pueden incluir
agentes antioxidantes en su formulacion y, al mismo tiempo, representan una barrera al oxigeno,

lo que resulta en una mejor preservacién de la calidad.

Por lo que el uso de recubrimientos comestibles adicionados con extractos etandlicos pueden
retardar el proceso de la maduracién, ya que como se observé las manzanas sin recubrimiento
presentan la menor tasa de O, lo que puede significar altos niveles de produccién de CO,, con
una diferencia aproximada del 50% con las manzanas con RC, por lo que su aplicacion podria ser

benéfica para aumentar la vida de anaquel de manzanas.

e Andlisis sensorial
Las pruebas de analisis sensorial permiten traducir las preferencias de los consumidores en
atributos definidos para un producto, es asi que definen el rechazo o la aceptacién del producto
(Ramirez, 2012). La evaluacién del anadlisis sensorial de las manzanas recubiertas con
carboximetilcelulosa al 0.5% adicionadas con extractos etandlicos de sangre de drago se realizd
para determinar aquellas caracteristicas sensoriales que pudieran verse afectadas por el uso de

recubrimientos comestible y extracto etandlicos durante el almacenamiento.

En la Figura 58 se observan los resultados obtenidos de los dias 0, 18 y 30 de almacenamiento
de las manzanas. Los atributos sensoriales evaluados fueron: apariencia visual, intensidad de

color, olor, sabor, olores y sabores extrafos, textura y calificacion global.

En la figura 58 A se observa que para el primer dia de almacenamiento estadisticamente no hubo
diferencia significativa (P=0.05) en los atributos percibidos por los panelistas en ninguno de los

tratamientos aplicados en las manzanas.

En el dia 18 (Figura 58 B) los panelistas percibieron en el atributo de Intensidad de color diferencias
en las manzanas adicionadas con extractos etandlicos en el RC con respecto a las manzanas

control y las manzanas con RC sin adicion de extracto, mostrando que las manzanas con el
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tratamiento RC con una intensidad de color de “Amarillo- Verde muy claro”, mientras que las
manzanas con RC + 3000 ppm de extracto etandlico de sangre de drago los panelistas la
calificaron con una intensidad de color de “Amarillo-Verde”, existiendo diferencia significativa
(P=<0.05) en este parametro. Sin embargo para los atributos restantes no presentaron diferencia

significativa (P=0.05) en ninguno de los tratamientos.
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Figura 58. Analisis sensorial de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con
extracto etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm; Donde A: es en el dia 0, B: es en el dia 18 y C:
es el dia 30. RC*: Recubrimiento comestible.

Finalmente para el dia 30 (Figura 58 C) se puede observar que presentaron diferencia significativa
(P=<0.05) en los atributos de “Textura”, “Sabor” y “Presencia de sabores extranos”, en cuanto a
textura la diferencia fue entre las manzanas control al presentar una calificacion de “Aceptable
como limite de consumo” con las manzanas con RC +2000 ppm de extracto etandlico al calificarla
los panelistas como “Firme” , en cuanto al sabor las diferencia fue entre las manzanas con RC con

una calificacion de “Buena” contra las manzanas con RC + 3000 ppm de extracto etandlico con la
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calificacion de “Aceptable como limite de consumo”, asi mismo para la presencia de sabores
extrafios se percibe que las manzanas control presentaron una calificacion de “Aceptable como
limite de consumo” mientras que los demas tratamientos con RC y adicionados con extractos
etandlicos obtienen una calificacion de “poco” en presencia de sabores extrafios”. Para los demas

atributos no presentaron diferencias significativas (P=0.05) en ninguno de los tratamientos.

Durante todo el tiempo de almacenamiento, en general el atributo de “Apariencia visual” disminuyo
un 12.69 y 16.66% en las manzanas con los tratamientos de RC + 3000 y 2000 ppm de extracto
etandlico respectivamente, en cuanto a los frutos con solo RC disminuyeron un 8.33% y para las
del control no presentaron un cambio. Para el atributo de “Intensidad de color” el Unico tratamiento
que provoco una disminucion en las manzanas fue el de solo RC con un 18.8%, en cuanto al
atributo de “Olor” ningun tratamiento disminuyd, en cuanto a los atributos de “Presencia de
sabores” y “olores extrafos” el unico que provocd una disminucion fueron las manzanas control
con 11.54 y 21.71% respectivamente. Mientras que para el atributo de “Sabor” el Unico tratamiento
que provoco una disminucion en las manzanas fue RC + 3000 ppm de extracto con 22.48% y para
RC + 2000 ppm de extracto aumentd un 5%. Otro de los atributos que disminuyeron fue el de
“Textura”, para las manzanas tratadas con el RC + 3000 ppm de extracto disminuyeron un 22.48%,
para los frutos solo con RC un 8.33% y las manzanas control un 29.53%. Y finalmente para la
“Calificacion Global” los unicos que disminuyeron fueron las manzanas control con un 11.68%, las
de RC con un 7.85% y los frutos con RC + 3000 ppm de extracto de sangre de drago con un
20.98%, para las recubiertas con 2000 ppm de extracto no mostraron ningun cambio. Es asi que
los frutos con RC + 2000 ppm de extracto etandlico fue el que presentdé menos cambios en cuanto
a la calificacion de los atributos antes mencionados por los panelistas durante el almacenamiento

de los 30 dias de las manzanas.

Shariatifar y Jafarpour (2013) evaluaron la calidad de manzanas con recubrimientos de caseina de
sodio y glicerol, almacenados a 4°C durante 112 dias, al final del periodo de almacenamiento se
realizaron analisis sensoriales a un grupo de panelistas que calificé atributos sensoriales como
color de la superficie, sabor, textura, la apariencia y la aceptabilidad en general de las manzanas
con y sin recubrimiento, donde mostraron que hubo diferencia significativa en los diferentes
tratamientos, con mayor aceptacion sensorial de las manzanas con recubrimientos. Lo que
concuerda con los resultados obtenidos en este proyecto debido a que existié diferencia en
algunos de los atributos sensoriales en los diferentes tratamientos aplicados, mostrando

aceptacién de las manzanas con RC.
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Synowiec et al. (2014) determinaron la eficacia como recubrimiento del pululano que contiene
extracto de albahaca para la prolongacion de la vida util de las manzanas almacenadas en
condiciones de refrigeracion, obtuvieron en su analisis sensorial que los frutos con el recubrimiento
mas el extracto, originaba ligeramente cambios en las propiedades sensoriales. Mostraron
diferencias significativas en el sabor y el olor de los frutos con recubrimiento con extracto y sin
recubrir, también el panel sinti6 el sabor a albahaca de las manzanas con RC con extracto, pero a
pesar de ello la adicién de los extractos al recubrimiento pululano no afectdé negativamente a la
evaluacion en el color por los panelistas, mientras que el atributo mas beneficioso en el empleo
de recubrimientos en manzanas, fue el brillo con puntuaciones mas altas lo que aumento su
atractivo general. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en este proyecto ya que la
aplicacion de los extractos etandlicos de sangre de drago al RC no mostraron cambios en el sabor
ni en el olor, esto pudo ser debido a las cantidades empleadas en partes por millén (ppm) de
extracto de sangre de drago en el recubrimiento y en adicién con el polisacarido empleado en este

proyecto no influyeron en los atributos sensoriales percibidos por los panelistas de los frutos.

De igual forma Del Valle et al. (2005) mencionan que los extractos de plantas de sabores y olores
fuertes y caracteristicos, adicionados a los recubrimientos pueden cambiar desfavorablemente las
propiedades sensoriales de productos, lo que influye decisivamente en las preferencias del
consumidor. Sin embargo en este proyecto esto no afecté con la adicién de la planta sangre de

drago como extracto etandlico en el RC del fruto.

En la Tabla 19 se puede observar el seguimiento fotografico de las manzanas Golden delicious sin
infectar con los diferentes tratamientos aplicados en ellas, mostrando todas las caras de la
manzana desde su pedunculo a su cuerpo, asi mismo observan los cambios de color y apariencia

general de los frutos.

La aplicacion de recubrimientos comestibles con extractos etandlicos de sangre de drago en
manzanas resulté aceptable a buenas en su “calificacion global” de acuerdo con los panelistas, asi

mismo no fueron capaces de diferenciar entre el control y las muestras con recubrimiento.
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Tabla 19. Seguimiento fotografico de las manzanas Golden delicious de manzanas recubiertas con CMC a
0.5% adicionado con extracto etandlico de sangre de drago a 2000 y 3000 ppm.

2000 ppm

3000 ppm

Control CMC

Control

Dia 6

Dia 12

Dia 18

Dia 24

Dia 30

-
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4.4. Evaluacion del control del moho azul y presencia de patulina en manzanas con
recubrimientos comestibles de carboximetilcelulosa adicionados con extractos
etandlicos de sangre de drago

 indice de severidad y porcentaje de infeccion
Se determind el indice de severidad de la enfermad de moho azul causada por Penicillium
expansum, los resultados se muestran en la Figura 59 donde va desde: 1= Sin dafio; 2= Dafo
ligero 1-5%; 3= Dafio moderado 6-15%; 4= Dafo severo >16%; 5= Dafio completo (Martinez et al.,
2012).

4 3000ppm
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Figura 59. indice de severidad de manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a 0.5% adicionado con
extracto etandlico de sangre de drago a 3000 ppm inoculadas con el hongo Penicillium expansum. Donde
A: son las manzanas picadas y B: las manzanas golpeadas. Las barras verticales representan + desviacion
estandar.
Observando que el indice de severidad de las manzanas con los tratamientos con y sin
recubrimiento comestible y aquellas adicionadas con extracto etandlico de sangre de drago
presentaron un “Dafo moderado” en manzanas picadas mientras que para las manzanas
golpeadas un “Dafio ligero”, para las manzanas golpeadas no hubo diferencia significativa (P=0.05)
del % de indice de severidad en ninguno de los dias de almacenamiento con los diferentes

tratamientos aplicados a las manzanas.

En los dias 12 y 18 para las manzanas picadas si hubo diferencia significativa (P<0.05) en el indice
de severidad de las manzanas control con un “Dafo ligero” con respecto a los frutos con
recubrimiento sin extractos, mostrando una diferencia del 32.25 al 22.85%. En los dias restantes
y anteriores a estos no existid diferencia significativa (P=20.05). Al finalizar para el dia 30 las
manzanas picadas presentaron mayor indice de severidad en las frutas control con una diferencia
del 4 al 12% aproximadamente con los demas tratamientos aplicados a los frutos, mientras que en

las manzanas golpeadas la del RC fueron las que presentaron mayor indice de severidad con una
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diferencia del 13 al 17% con las otras manzanas sin recubrir (control) y recubiertas adicionadas

con extracto.

De tal modo que el indice de severidad de la enfermedad del moho azul en las manzanas, durante
los 30 dias de almacenamiento, aumenté en los diferentes tratamientos aplicados. Para los frutos
con RC + 3000 ppm de extracto etandlico aumenté un 70% en manzanas picadas y un 25% para
las manzanas golpeadas, mientras que las manzanas con RC el aumento en las picadas fue de
un 67.39% y en las golpeadas un 34.78% y por ultimo para aquellas manzanas control, las
manzanas picadas aumentaron el 71.15% y un 21.05% en las manzanas golpeadas. Siendo asi
que las manzanas sometidas a un golpe no aumentaron a mayor escala su indice de severidad en
comparacion con las manzanas picadas debido que el tejido interno de las manzanas picadas fue

expuesto y por ende mayor severidad del hongo sobre el fruto.

Martinez et al. (2012) evaluaron dos aceites esenciales (canela y clavo de olor) para el control de
pudriciones fungosas (Thanatephorus donk, Rhizopus stolonifer y Aspergillus niger). Determinaron
la vida util mediante peliculas protectoras comestibles a base de cera comercial en papaya,
observaron que el tratamiento blanco, es decir, sin ningun recubrimiento es el que mostraba mayor
indice de severidad y posteriormente los tratamientos con ceras sin adicion de aceites esenciales,
mientras que los que incluian aceites esenciales a mayor concentracion del mismo, menor era el
indice de severidad. Esto concuerda con los resultados obtenidos en este proyecto, respecto a los

frutos control con picadura, ya estas manzanas muestran mayor indice de severidad.

Bosquez et al. (2010) determinaron el efecto fungicida de aceites esenciales a base de tomillo y
limén mexicano contra Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer, y evaluaron la
posibilidad de adicionarlos en recubrimientos comestibles a base de goma de mesquite y evitar
enfermedades de postcosecha en papaya. Obtuvieron que las papayas con recubrimientos
adicionados con los aceites esenciales tenian una diferencia significativa con el tratamiento control
ya que los frutos control presentaban mayor indice de severidad por los hongos. Asi mismo en el
caso del aceite esencial de tomillo a mayor concentracién del mismo, menor su indice de
severidad, mientras que el caso del aceite esencial de limén mexicano con la concentracion
minima presentaba un indice de severidad menor. Por lo que los resultados no concuerdan con lo
obtenidos en este proyecto ya que no existié diferencia significativa (P=0.05) en el indice de

severidad de las manzanas control con los frutos con los tratamientos con RC y adicion de
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extractos etandlicos, esto pudo ser debido a que el extracto se sangre de drago no afecto el

crecimiento del hongo Penicillium expansum en las manzanas.

Rupasinghe et al. (2006) analizaron que las diferencias en las pruebas in vivo e in vitro de
diferentes tratamientos pueden estar relacionados con caracteristicas del tejido de la manzana,
tales como el pH, los niveles de nutrientes esenciales, compuestos fendlicos o naturales. Mientras
que Salas et al. (2011) mencionaron que la actividad antifungica in vivo depende de la naturaleza
de los hongos y compuestos utilizados sobre su inhibicion. Asi mismo Valentines et al. (2005)
encontraron que el pardeamiento enzimatico no es un factor determinante de la resistencia de la

manzana sobre P. expansum.

En la Tabla 20 y 21 se puede observar el seguimiento fotografico sobre el indice de severidad de
las manzanas Golden delicious infectadas con Penicillium expansum, donde se aprecia que el
efecto fue de mayor intensidad en las manzanas picadas que en aquellas que fueron golpeadas.
Ademas de que la infeccidn del moho azul no fue total en el fruto, esto puede deberse a que el

hongo pudo haber perdido agresividad durante todo el tiempo de vida desde su recoleccion.

Es asi que la aplicacion de recubrimientos comestibles con extractos etandlicos de sangre de
drago no mostraron un efecto para reducir el indice de severidad del moho azul sobre las
manzanas, a pesar de que las manzanas picadas muestran un mayor indice de severidad en los
frutos control, para las manzanas golpeadas no es el mismo caso, por lo que la aplicacion de RC

no inhibe del todo los sintomas de la enfermedad del moho azul causado por P. expansum.
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Tabla 21. Apariencia visual de manzanas Golden delicious golpeadas inoculadas con P. expansum recubiertos a base de CMC y extracto etandlico de sangre de drago L

Tratamiento

Control infectado

RC sin extracto etandlico

sangre de drago a 3000
Ppm

RC + extracto etandlico de

>

NOISNOSIA A SOAVL1NSs3d



I RESULTADOS Y DISCUSION

e Presencia de patulina
La presencia de la toxina patulina se determiné evaluando el factor de retencion (Rf) en manzanas
dafiadas por picadura ya que presentaron mayor indice de severidad de la enfermedad provocadas

por el hongo Penicillium expansum durante los 30 dias.

Carrillo, (2003) menciona que la patulina tiene un Rf de 0.4 a 0.5. Por lo que en este proyecto se
evaluo el factor de retencion de las muestras obtenidas de las manzanas con los diferentes
tratamientos, dando como positivo de presencia de patulina aquellos con un Rf =2 0.4. Observando
que los frutos control (sin RC ni adicion de extracto) presentaron un Rf de 0.45 de promedio en 14
muestras mientras que solamente una muestra presenté un Rf de 0, para las manzanas con RC
sin extracto presentaron un total de 9 muestras con un Rf de 0.41 de promedio mientras que
exclusivamente 6 muestras presentaron un Rf de 0.08 de promedio, en cuanto a las manzanas
con extracto etandlico de sangre de drago a 3000 ppm solo 8 muestras presentaron un Rf de 0.40
de promedio y 7 muestras un Rf 0.05 de promedio. Siendo las manzanas control aquellos con un
Rf mayor en comparacion con los demas tratamientos y con un nidmero mayor de positivos de

presencia de patulina.

El estudio de la inhibicion de la patulina tiene grandes avances en cuanto a la aplicacién de nuevas
tecnologias postcosecha como es el caso de atmésferas controladas, uso de agentes de biocontrol
(Morales et al., 2010), alta presioén hidrostatica (Hao, 2015), entre otras. Sin embargo, aun sigue
la aplicacion de fungicidas para inhibir el crecimiento del hongo y asi evitar la produccién de la
micotoxina. Pero la produccion de patulina en el fruto es complicado y no siempre se corresponde
con el crecimiento especifico del hongo P. expansum. Asi mismo la acumulacién de patulina
también se asocia con las implicaciones del huésped (fruto) en la limitacion de su sintesis y/o en
la desintoxicacién patulina por el mismo fruto (Menniti et al., 2010). Ademas de que se ha
observado la existencia de cepas de P. expansum resistentes a algunos fungicidas en pruebas in
vitro (Morales et al., 2007).

Observando la Figura 60 sobre el efecto de la aplicacién de un RC con extractos etandlicos sobre
la produccion de patulina, se puede observar que el lote de manzanas con el recubrimiento de
CMC adicionadas con el extracto etandlico de sangre de drago a 3000 ppm, presentaron menor
porcentaje de manzanas contaminadas con la toxina en comparacion con el lote con recubrimiento
comestible (RC), mientras que el lote control (sin RC y extracto etandlico) presenté una diferencia

del 58.35% con respecto a las adicionadas con el extracto etandlico. Existiendo de igual manera
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diferencia significativa (P<0.05) de aquellas manzanas sin RC y las adicionadas con extracto
etandlico. Esto pudo deberse, de acuerdo con algunos autores a que los compuestos fendlicos
podrian influir en la biosintesis de metabolitos secundarios (Sanzani et al., 2009), sin embargo no
hay informacién en la literatura sobre el efecto especifico de los compuestos de los extractos

etandlicos de sangre de drago (Jatropha dioica) sobre la biosintesis de patulina.
A B c

Negativo
Positivo eé]ﬂ%
33.4%
Negativo

Positivo 46.7%

Negativo 53 3%

66.6% Positivo

80%

Figura 60. Porcentaje de manzanas que presentaron patulina en manzanas picadas inoculadas con el
hongo Penicillium expansum, donde A son manzanas con RC con extracto etandlico de sangre de drago a
3000 ppm, B son manzanas recubiertas con carboximetilcelulosa a0.5% (RC)yC representa manzanas
control.

Salas et al. (2011) determinaron la eficacia de distintos flavonoides obtenidos a partir de residuos
de citricos para prevenir la contaminacion por patulina de Penicillium expansum, Aspergillus
terreus y Byssochlamys fulva, entre los flavonoides se encuentran naringina, hesperidina,
neohesperidina, prunina, hesperetina glucdsido, entre otras. Ellos observaron que todos los
flavonoides reducian la acumulacion de la patulina al menos en un 95% comparada con el control
en los diferentes hongos. Esto indica que la aplicacion de distintos compuestos bioactivos
obtenidos de plantas o residuos de frutos podrian inhibir la producciéon de micotoxinas como la

patulina, tal es el caso de los resultados se obtuvieron en este proyecto.

Zhu et al. (2015) evaluaron la aplicacién en precosecha de acido oxalico sobre el aumento de la
calidad y resistencia de Penicillium expansum en kiwis durante el almacenamiento postcosecha,
observaron que el tratamiento del acido oxalico antes de la cosecha redujo tanto la acumulacion
de patulina y el crecimiento de P. expansum en kiwi cosechado, y también aumentado el contenido
de acido ascérbico. Por lo que el control de la sintesis de patulina o/y la desintoxicacion es debido
especialmente a su efecto sobre el metabolismo del acido ascérbico, ya que este puede oxidarse
a acido dehidroascodrbico que posteriormente reacciona con la patulina en un proceso catalizado

por el oxigeno, junto con Fe?". El acido oxdlico también se encuentra como uno de los
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componentes bioactivos de la planta Jatropha dioica, de acuerdo con Sanchez (2012).

Por lo que la aplicacién de recubrimientos comestibles adicionados con extractos etandlicos de
sangre de drago tuvo un efecto positivo, debido a que inhibié la produccién de la micotoxina

patulina en manzanas Golden delicious durante el tiempo de almacenamiento de 30 dias.
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Con base en los resultados obtenidos en el presente proyecto se concluye lo siguiente:

v

El empleo en in vitro del extracto de sangre de drago y de las peliculas modelo resulté ser
efectiva ya que inhibié el 100% el crecimiento micelial del hongo Penicillium expansum a
2000 y 3000 ppm, por lo que el uso de extractos etandlicos de esta planta puede ser

efectivo para el control de este hongo.

La concentracion de carboximetilcelulosa (0.5, 0.75 y 1%) no present6 efecto en cuanto a
sus parametros fisicos y de barrera en las peliculas modelos, por lo que para su aplicacién
en recubrimientos comestibles en frutos se puede emplear la de menor concentracién y asi

tener un menor gasto en materia prima.

Las concentraciones de extracto etandlico mostraron diferentes comportamientos en las
peliculas modelo obteniendo mejores resultados en las propiedades de barrera y espesores

a las adicionadas con 3000 ppm de extracto etandlico de sangre de drago.

La aplicacion de un recubrimiento comestible a base de carboximetilcelulosa al 0.5%
adicionado con extracto etandlico de sangre de drago (3000 ppm) en manzanas ayudo a
preservar los parametros de calidad como: sélidos soluble, acidez, pH, respiracion, y color
(Croma, Tono Hue y Luminosidad) pero fue contrario para el parametro de pérdida de peso

y firmeza durante su almacenamiento refrigerado.

En el analisis sensorial los panelistas calificaron a las manzanas con recubrimientos
comestibles adicionadas con extractos etanodlicos de sangre de drago como aceptables a
buenas en los diferentes atributos sensoriales, por lo que su aplicacion podria ser aceptable

para el consumidor.

La practica en el uso de un recubrimiento comestible a base de carboximetilcelulosa al
0.5% adicionado con extracto etandlico de sangre de drago (3000 ppm) en manzanas
puede ser considerada una opcion viable como un método alternativo de conservacion para
la vida util del fruto y controlar la produccién de la micotoxina patulina generada por P.

expansum.
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v

v

v

v

v

v

v

v
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio por cromatografia o HPLC para determinar especificamente cuales son
los compuestos bioactivos que ejercen actividad de la planta de sangre de drago (Jatropha

dioica).

Evaluar diferentes concentraciones de los aditivos empleados en el estudio (emulsificantes,
plastificantes) sobre las peliculas modelo ya que influyen de manera importante en las

propiedades fisicas, mecanicas y de barrera, y su posterior uso como RC.

Evaluar propiedades mecanicas en las peliculas modelo para analizar si estas muestran

un efecto sobre la aplicacion como RC.

Evaluar con un microscopio electréonico de barrido la incorporacion de los RC al fruto para
mostrar las distintas conformaciones estructurales del RC y la incorporacién de los

extractos etandlicos sangre de drago empleadas en el presente estudio.

Evaluar el parametro de capacidad antioxidante ya que diversos estudios muestran a la
planta sangre de drago (Jatropha dioica) como alta en compuestos antioxidantes y podria

diferenciarse a diferentes concentraciones del mismo.

Determinar la concentracién de la patulina producida para evaluar de manera completa la

inhibicién de la misma sobre las manzanas con extracto etandlicos de sangre de drago.

Emplear otra matriz en el recubrimiento comestible como el quitosano, la carragenina o el

alginato, cuyas propiedades podrian influir para obtener mejores resultados.

Evaluar otros agentes antimicrobianos ya sea como extractos etandlicos o aceites

esenciales aplicados en las manzanas como orégano, epazote, canela, etc.
Estudiar el empleo de extractos de sangre de drago (Jatropha dioica) en otros hongos como

Alternaria, Aspergillus, Colletotrichum y Fusarium, y evaluarlos en otro tipo de frutos u

hortalizas.
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