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1.- INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas constituyen una gran variedad de alimentos de enorme interés
por los beneficios que aporta su ingesta. Debido a su riqueza en vitaminas,
principalmente A y C, elementos minerales como el potasio, alto contenido de fibra
soluble e insoluble, compuestos funcionales y gran cantidad de agua, el consumo de
estos productos es imprescindible para conseguir una alimentacién sana y equilibrada.
Los alimentos de origen vegetal, ademas de los frutos, incluyen semillas (cereales,
legumbres, frutos secos), inflorescencias, tubérculos, raices, bulbos, tallos, hojas, yemas
vegetativas y florales, poseen en general las propiedades antes mencionadas. (Cano y
col., 2005).

La calidad estética, funcional y vida ttil de los productos vegetales cosechados depende
en gran medida, de la influencia de los factores ambientales y culturales que
prevalecieron durante su crecimiento y desarrollo; algunos de estos factores como la
inadecuada nutriciéon mineral y deficiente control fitopatolégico constituyen el origen
de grandes pérdidas postcosecha (en calidad, cantidad y econémicas) de los productos
hortofruticolas.

En el periodo postcosecha las principales causas del deterioro se deben a malas
préacticas en el manejo y carencia o inadecuada aplicacion de tecnologias para la
conservacion en fresco.

Las pérdidas debidas a las enfermedades causadas por diversos microorganismos como
hongos, bacterias y virus en postcosecha se estiman de un 10 al 30% del total de la
produccion agricola de pudriciones y en algunos cultivos perecederos no son raras las

pérdidas superiores al 50 %, sobre todo en los paises en vias de desarrollo. (Mendoza
1996).

Los factores postcosecha que mas influencia tienen en el deterioro de productos
vegetales son la temperatura, la humedad relativa, la composicién de la atmoésfera que
los rodea (sobre todo las concentraciones de CO;, Oz y etileno), la luz y los
microorganismos oportunistas que penetran en tejidos debilitados por dafios
mecanicos.

De los agentes microbianos causantes de enfermedades en frutas, los hongos son los
que mas presentan variacion morfoldgica, patogénica y amplia adaptaciéon ambiental;
por lo cual tienen la capacidad de atacar a los cultivos en sus diferentes etapas de
desarrollo.

Una de las enfermedades poscosecha mas importantes y que se desarrolla en muchos
productos de importancia comercial es la denominada antracnosis, la cual tiene su
origen en la huerta; esta es causada por el hongo Colletrotrichum gloeosporioides que se
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establece como infeccion latente en etapas tempranas del desarrollo de las frutas (no
produce sintomas al instante sino hasta que las condiciones del medio son mas
favorables lo cual usualmente ocurre durante el proceso de maduraciéon en el
almacenamiento). Otras que también son importantes pero que se desarrollan durante
el almacenamiento son: la pudricién por Aspergillus niger, pudricion por Mucor hiemalis,
pudricién por Phomopsis destructum y pudricion por Rhizopus stolonifer; la pudriciéon
café caracteristica de naranjas y limones en almacenamiento es ocasionada por Fusarium
sp. (Snowdon, 1990 y Agrios, 1999)

De los mencionados, se consideraron como los principales hongos de interés en este
proyecto a Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer y Fusarium sp., en virtud de
la amplia gama de productos hortofruticolas de valor comercial que deterioran.

e Colletotrichum gloeosporioides. Es el hongo causante de la antracnosis que es una
enfermedad cuya sintomatologia en los frutos se manifiesta como manchas grandes o
pequeiias de colores oscuros, o lesiones sumidas que poseen un contorno ligeramente
levantado causando lesiones de tipo ulceroso en frutos y hortalizas en la etapa
postcosecha, generando pérdidas considerables. La infecciéon ocurre en precosecha
durante todo el afio, pero en especial a temperaturas de 25 a 35 °C con humedad
relativa elevada (HR mayor de 90 %). Sin embargo permanece latente y normalmente
se manifiesta cuando las condiciones le son favorables al hongo, proceso que coincide
con la maduracién del fruto en postcosecha (Agrios, 1999).

e Rhizopus stolonifer. Es un hongo fitopatégeno oportunista causante de la pudricion
blanda de muchas frutas y hortalizas. Es el moho comtn del pan, que también infecta
a hortalizas, bulbos, semillas etc., y es importante sélo durante el almacenamiento,
transporte y venta en el mercado de otros productos. Cuando las condiciones son
favorables, la enfermedad avanza con gran rapidez en los recipientes, de ahi que las
pérdidas sean considerables en tan s6lo un corto tiempo.

Los sintomas al principio, en las zonas infectadas de los érganos carnosos aparecen
como si estuvieran embebidas en agua y son muy blandas. Aun cuando la céscara de los
tejidos que han sido infectados se mantenga intacta, el 6érgano carnoso ablandado
pierde humedad gradualmente hasta que se arruga y momifica. Sin embargo es mas
frecuente que la cdscara blanda se rompa durante su manipulacion o cuando se
producen magulladuras. La infeccién y pudricién se favorecen en un medio ambiente
calido-htimedo y la temperatura 6ptima para su crecimiento es aproximadamente de 24
a 27 °C y la minima es de 5 °C (Snowdon, 1990).

e Fusarium sp. La pudricion café caracteristica de naranjas y limones en
almacenamiento es ocasionada por este hongo, que también se manifiesta como “moho
amarillo o rosado” en raices, tubérculos y bulbos, tomates etc. Con respecto a la
mayoria de las hortalizas, la contaminacién por Fusarium también se puede producir en
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el campo o durante la cosecha. Las pérdidas son particularmente considerables durante
el almacenamiento en papa, frijol, chicharo, ejote etc.

Los tejidos afectados aparecen ligeramente htiimedos y muestran un color café claro al
principio, pero mas tarde adquieren un color café oscuro y se secan un poco. Conforme
se extienden las 4reas putrefactas, a menudo se hunden, la céscara del fruto se arruga y
aparece sobre ellas un pequefio penacho de moho de color blanquizco, rosa o amarillo.
La infeccion de los tejidos mas blandos, tales como los de los tomates y las
cucurbitaceas, se desarrolla con mayor rapidez y se caracteriza por la formacién de un
micelio y tejidos putrefactos de color rosa.

Otros frutos que también se ven afectados por alguna especie de Fusarium son: papaya,
melon, sandia, manzana, pera, platano, aguacate y ciruela mexicana presentando sintomas
similares. (Snowdon, 1990; Agrios, 1999).

De acuerdo con Mendoza (1996), el primer paso para reducir las pérdidas es obtener un
diagnostico correcto de la enfermedad, ya que de éste dependera la eleccion del método
apropiado de control. Conociendo los sintomas de una enfermedad, el agente causal, las
condiciones que la favorecen, los métodos de control disponibles y la deteccién a
tiempo o pronosticando su aparicién, se podrian reducir y/o evitar la mayoria de los
dafios causados por los patégenos en diferentes cultivos.

Tradicionalmente los métodos de control de enfermedades postcosecha en productos
vegetales consisten en la aplicacién de productos quimicos sintéticos; sin embargo, los
consumidores demandan productos sanos y seguros, libres de compuestos que puedan
dafar la salud, por lo que es cada vez mas la necesidad de buscar alternativas.

Con base a lo expuesto, en el presente trabajo se exploré el potencial de algunos
compuestos naturales (aceites esenciales) en el control de la pudriciéon poscosecha de
papaya causada por tres hongos. El trabajo se organizoé en tres etapas:

La primera etapa consistié en un estudio in vitro. Se obtuvieron cepas puras de los
hongos Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer y Fusarium sp., a partir de
papayas infectadas y se determiné la concentracién minima de los aceites esenciales de
(tomillo, limén y mandarina) que produjo la inhibicién del crecimiento micelial de los
hongos mencionados.

Segunda etapa. Con base en los resultados de la etapa anterior, se hizo un estudio in
situ. Los aceites esenciales de tomillo y limén, se seleccionaron por su accion
fungistética y fungicida en concentraciones de (0, 8, 10, 12 y 14 ul/12 ml de PDA v/v)
equivalentes a 0, 0.06, 0.083, 0.1 y 0.116 % para Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus
stolonifer. Se evalu6 la incidencia y severidad de las pudriciones causadas por hongos
fitopatégenos durante el almacenamiento de frutos de papaya (Carica papaya L.).

Tercera etapa. El estudio se realiz6 in situ. Se incorporaron los aceites esenciales de
tomillo y limén en formulaciones de peliculas comestibles en concentraciones de (0.05 y
0.075 gr/200gr de mezcla w/v), equivalentes al 0, 0.093, 0.113 y 0.133 % para
Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer. Se evalud el efecto de las peliculas
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antimicrobianas en la conservacion de papaya (Carica papaya L); ademas se realiz6 la
caracterizacion de los aceites esenciales de tomillo y limén.
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2.- JUSTIFICACION

Se han reportado numerosos estudios en los que se ha evaluado el potencial
antimicrobiano in vitro de aceites esenciales y/o extractos de tomillo, romero, cilantro,
canela, mostaza, clavo, lima, limén, mandarina etc., (Ayala-Zavala F. ]J. y col., 2005) y
son pocas las investigaciones en las que se ha determinado el efecto directo protector en
alimentos, como por ejemplo en champifiones, uva y jitomate (Padgett, 1998).

Las pérdidas en frutas y hortalizas debidas al ataque de microorganismos patoégenos
durante la maduracién postcosecha son muy severas, generando consecuentemente
grandes pérdidas econémicas. Por otro lado las continuas restricciones para el uso de
fungicidas sintéticos como medida de control para reducir el ataque microbiano en pre
y postcosecha de los productos agricolas ha motivado y justifica el interés de orientar
las investigaciones en este campo hacia la basqueda de alternativas, entre las que se
encuentran la evaluacién de productos antimicrobianos naturales Jenny Jobling 2000.

Cabe sefialar también, que una tecnologia que estd ganando importancia para prolongar
la conservacion de la calidad en fresco de frutas y hortalizas es la aplicacion de peliculas
o recubrimientos comestibles, porque no solo constituyen barreras para la transferencia
de masa con lo que se reduce la velocidad de los procesos vitales de estos productos,
sino que ademds, son un excelente vehiculo para la incorporaciéon de agentes
antimicrobianos sintéticos o naturales garantizando la seguridad alimenticia sin
contribuir a la contaminacién ambiental.

La presente propuesta se justifica ya que hasta el momento existen reportes de estudios
realizados in vitro y son escasas las investigaciones relacionadas con estudios in situ,
como por ejemplo el uso de aceites esenciales de tomillo rojo, clavo y canela fueron
usados contra patégenos desarrollados en la etapa postcosecha de uvas, y aceite de
eucalipto para la conseservacion de champifiones (Jenny Jobling 2000), sin embargo no
se ha reportado el potencial de aceites esenciales para el control de antracnosis en frutos
de papaya y esto representa una contribucién al conocimiento en este campo de estudio.

10



EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE PELICULAS COMESTIBLES CON ACEITES
ESENCIALES in vitro e in situ.

3.- ANTECEDENTES

La necesidad de encontrar métodos alternativos a los procedimientos habituales de
control pre y postcosecha de plagas y enfermedades en productos vegetales se hace
cada vez mds apremiante ya que se reporta que se han encontrado residuos de agentes
quimicos en los alimentos asociados a un aumento en la incidencia de céncer en los
humanos, y ademas con un impacto negativo para el ambiente (Wilson, 1997).

Por esta razén actualmente se estan utilizando tecnologias emergentes para el bio-
control de enfermedades fruticolas en etapa post-cosecha, en las que se incluyen a los
microorganismos antagonistas, compuestos antimicrobianos de origen natural y
productos desinfectantes (Mari et al, 2003)

La aplicaciéon de productos desinfectantes como el hipoclorito de sodio, hipoclorito de
calcio, diéxido de cloro y acido para-acético, se utilizan como medidas preventivas en el
lavado de las frutas y hortalizas. Aunque, cabe sefialar que deben incluirse estrategias
integradas, esto es, practicas apropiadas como métodos de recolecciéon y manejo
cuidadoso de los productos vegetales que minimicen la contaminacién y apariciéon de
heridas; métodos de desinfeccion superficial que impidan o reduzcan la contaminacién
cruzada de las frutas y hortalizas en la linea de empacado y el uso de sustancias
naturales que propicien la accién de los microorganismos antagonistas (Mari et al, 2003)

MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS

Los microorganismos antagonistas mds utilizados en la actualidad son a partir de
bacterias (Bacillus Amyloliquefaciens), levaduras (Candida halofila, Pseudomonas syringae) y
hongos filamentosos (los cuales ofrecen una alternativa atractiva por sus diferentes
mecanismos de accion entre los que se encuentran la producciéon de antibiéticos, la
competencia por nutrientes o espacio, el parasitismo y la induccién de resistencia del
huésped. (Sportts, 1984)

Los microorganismos antagonistas colonizan efectivamente el sitio de infeccién siempre
que se introduzcan previamente o en conjunto con el patégeno, compitiendo con él por
las fuentes de nutrientes limitantes (la fuente de nitr6geno en general) y el espacio. En
algunos casos la presencia del patégeno en el sitio de infeccién, induce a que el
antagonista produzca enzimas capaces de degradar las paredes del patégeno como las
quitinasas o gluconasas. Por otro lado es importante destacar que en todos los casos la
proteccion de frutos se da solamente con estrategias preventivas y no curativas (Mari et
al, 2003).

11
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PRODUCTOS ANTIMICROBIANOS NATURALES

Entre los productos naturales se encuentran los aceites esenciales (compuestos
aromaticos producidos por varios géneros de plantas que poseen actividad biolégica)
y/o extractos de vegetales con actividad antifingica (contienen compuestos que son
sintetizador por las plantas como mecanismo de defensa contra algunos
microorganismos). Montes-Belmont, 1996; 200; Hernandez et al., 2005).

De los anteriores, cabe sefialar que los aceites esenciales estan adquiriendo gran
importancia ya que se ha reportado un efecto en el control de contaminaciones

microbianas en diferentes tipos de alimentos: pan, carne, queso y frutas y hortalizas
frescas (Martinez 2005).

Los aceites esenciales son considerados metabolitos secundarios producidos en alguna
parte de la planta (hojas, flores, cdscaras, etc.), que pueden contener, dependiendo de la
parte y tipo de planta utilizada, algunos de los siguientes compuestos: monoterpenos,
o-pineno, limoneno y timol, entre muchos otros; su mecanismo de accién se asocia con
la capacidad de interactuar con el citoplasma de la membrana de los patégenos, su
modo de accién parece estar estrechamente relacionada con la solubilidad de cada
compuesto. Mari et al, 2003). Los compuestos volatiles de plantas pueden inhibir o
estimular el crecimiento del hongo y/o la formacién y germinacién de las esporas.
(Caccioni et al., 1994)

Los aceites esenciales son una mezcla de componentes volatiles, producto del
metabolismo secundario de las plantas. Las esencias son mezclas complejas en cuya
composicion se encuentran los hidrocarburos como terpenos con férmula (CsHs)n,
(monoterpenos, n=2; sesquiterpenos, n=3; diterpenos, n=4; etc.) junto con otros
compuestos casi siempre oxigenados (alcoholes, éteres, ésteres, aldehidos y compuestos
fenoélicos) y que son los responsables del aroma que caracteriza a los aceites esenciales
(Templeton, 1969).

Se les llama aceites por su apariencia fisica y consistencia que es bastante parecida a los
aceites grasos, pero se distinguen de ellos, porque al dejar caer unas gotas de esencia sobre
el papel, éstas se volatilizan facilmente sin dejar ninguna huella ni mancha grasosa.

Los aceites esenciales se encuentran muy difundidos en el reino vegetal, se pueden
localizar en diferentes partes de la planta, por ejemplo: en las hojas (albahaca, mejorana,
menta, romero, salvia, etc.), en las raices (cdlamo, valeriana, etc.), en la corteza (canela,
cedro, sandalo, etc.), en las flores (jazmin, rosa, etc.), en la cascara del fruto (limén,
mandarina, naranja, etc.), en los frutos (anis, cardamomo, eneldo, hinojo, etc.). La cantidad
y composicion del aceite varia de una especie a otra, y dentro de los mismos géneros de la
planta.

12
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Actualmente se conocen mas de doscientos aceites esenciales de apreciado valor comercial
a los cuales se les ha podido identificar alrededor de cuatrocientos componentes quimicos
como el grupo de los terpenos, en donde se encuentran compuestos oxigenados como
alcoholes libres (borneol, geraniol, linalool, nerol, mentol, terpineol, etc.) o en forma de
ésteres, aldehidos (cinamico, benzaldehido, neral (citral, geranial), citronelal, salicilico,
etc.), cetonas (alcanfor, carvona, fenchona, mentona, tuyona, etc.), fenoles (carvacrol,
eugenol, isoeugenol, timol, etc.), acidos libres (acético, benzoico, cianhidrico, cindmico,
propiénico, valeridnico, etc.) en pequenas cantidades o en forma de ésteres o éteres. (Gil-
Séaez, 2005).

MECANISMO DE ACCION.

En la tabla 1 se incluye informacion relativa a lo que se ha reportado sobre la accién
antimicrobiana y los posibles mecanismos de accion de los aceites esenciales.

Al parecer existe una relaciéon entre las estructuras quimicas de los compuestos mas
abundantes en los aceites esenciales utilizados y el efecto antimicrobiano. El grado de
inhibiciéon de los aceites puede atribuirse a la presencia de un ntcleo aromatico que
contiene un grupo funcional polar. Aunque se piensa que también estdn involucrados
otros factores como el balance hidrofilico/lipofilico; por ejemplo, los grupos fenélicos-OH
que son muy reactivos y pueden facilmente forman enlaces de hidrégeno con los sitios
activos de las enzimas.

El principal compuesto fendlico encontrados en el aceite esencial de tomillo es el
Carvacrol, el cual puede penetrar la membrana del citoplasma, causando una
desestabilizacién y, ademas, podria actuar como intercambiador de protones, reduciendo
el gradiente de pH a lo largo de la membrana. (Guynot, et al, 2005)

Se encontr6 que los compuestos fendlicos mas apolares (diterpenoides fendlicos)
aparentemente eran responsables de la actividad antimicrobial de un extracto de romero.
(Del Campo et. al., 2000).

13
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Tabla 1

ESENCIALES in vitro e in situ.

ACEITES ESENCIALES Y SUS DIVERSOS EFECTOS

Aceite Esencial Efectos Referencia
Tomillo rojo Inhibe a Botyitis cinerea, Wilson, 1997
antioxidante, antiinflamatorio
Naranja Actividad antioxidante, uso Foster, 2006
en fragancia, de jabdn,
lociones etc.
Canela Inhibe a Botyitis cinerea Wilson, 1997
Clavo Inhibe a Botyitis cinerea Wilson, 1997
Ajo Inhibe a Botyitis cinerea Guynot, 2004
Limén Inhibe Aspergillus spp. y Guynot, 2004
Penicillium en alimentos de
panaderia
Orégano Inhibe  Aspergillus spp. y Guynot, 2004
Penicillium en alimentos de
panaderia, antibacterial
Romero Antioxidante, antimicrobiano, Wilson, 1997

antibacterial

14
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4.- OBJETIVOS

4.1.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial antimicrobiano de los aceites esenciales de tomillo, limén y
mandarina como conservadores naturales incorporados en peliculas comestibles de
formulacién conocida, en la conservacion de la calidad de papaya (Carica papaya L.).

4.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS
lera Etapa

e Determinar la concentracion minima de aceites esenciales de tomillo, limén y
mandarina para inhibir el crecimiento micelial de Rhizopus sp., Fusarium, sp y
Colletotrichum gloeosporioides. (Pruebas in vitro).

2da Etapa

e Determinar la concentraciéon adecuada de los aceites esenciales de tomillo, limén y
mandarina con actividad antimicrobiana en futas de papaya (Carica papaya L.) cv
‘Maradol’. (Pruebas in situ).

3era etapa

e Seleccion e incorporacion de los aceites esenciales en al menos una formulacion de
peliculas comestibles.

e Evaluacion del efecto de las peliculas antimicrobianas en la conservacién de papaya
(Carica papaya. L.).

e Caracterizacion de aceites esenciales

15
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5.- HIPOTESIS

Los aceites esenciales de tomillo, limén y mandarina, actGan como agentes
antimicrobianos de los hongos, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus sp. y Fusarium sp,
agentes causantes de pudriciones en frutas y hortalizas.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Primera Etapa. Estudios in vitro

e OBTENCION DE LOS FRUTOS

La papaya cv ‘Maradol’, se recolect6 en el estado de Iguala, Guerrero, la cual se introdujo
en una cdmara de maduracién hasta que present6 sintomatologia de antracnosis.

e OBTENCION DE CEPAS de Colletotrichum, Rhizopus, y Fusarium.

Para obtener las cepas puras de los hongos para el estudio, se consiguieron papayas que
presentaban una sintomatologia tipica de antracnosis o pudricion blanda.
Posteriormente, las frutas se lavaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 5% y se
colocaron en una cdmara hameda durante 5 dias para que se desarrollaran los hongos,
al término de este periodo, se tomaron porciones del fruto infectado y se depositaron en
cajas petri que contenian medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), las cuales se
mantuvieron a temperatura ambiente (25 + 2°C) hasta la aparicion del micelio y
conidios principalmente (aproximadamente 7 dias). Estos se identificaron con ayuda de
microscopio compuesto (Marca Nikon, modelo Alphapthon-2) y de claves de
identificacion propuestas por Barnette y Hunter (1972).

Con la finalidad de conservar la patogenicidad de las cepas éstas se inocularon en su
respectivo hospedero (papaya), volviéndose a sembrar en caja Petri con PDA, las cuales
se mantuvieron en las mismas condiciones de temperatura.

OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES

Los aceites de tomillo, limén y mandarina fueron obtenidos mediante arrastre de vapor
en condiciones de vacio estandar y proporcionados por la empresa INFOODS In rerum
natura. (México, D. F.).

e APLICACION DE TRATAMIENTOS

Para cubrir el objetivo de la primera etapa, inicialmente se ensayaron las siguientes
concentraciones de (0, 2, 4, y 6 ul/12ml de PDA v/v) de cada uno de los aceites
esenciales de tomillo, limén y mandarina. También se ensayaron concentraciones de (0,
8, 10, 12 y 14ul/12ml de PDA v/v). Estas concentraciones se seleccionaron con base
en estudios reportados para otros aceites esenciales similares (Guynot, 2005).
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Cada una de las concentraciones de los aceites se mezclaron con el medio nutritivo PDA
contenido en cajas petri de 5mm de didmetro en un ambiente estéril (campana de flujo
laminar Marca Veco). De cada tratamiento se prepararon 4 repeticiones.

e Una vez que las cajas se enfriaron y se mezclaron perfectamente se procedié a
sembrar un disco de 0.5mm de diametro, del inéculo de los hongos Fusarium,
Colletotrichum y Rhizopus, en el centro de las cajas que contenian los aceites.

e Como Testigo se utilizaron cajas de PDA sembradas con los microorganismos a
evaluar.

Las cajas se sellaron, etiquetaron y se incubaron a temperatura ambiente (25 + 2°C)
hasta concluir la evaluacién de crecimiento micelial.

PRIMER ENSAYO.
Niveles
Factor
Aceite esencial 3 (tomillo, limén y mandarina)
Concentracion 4(0,2,4y6ul/12mlv/v)
Hongo inoculado 3 (Colletotrichum g., Rhizopus sp y Fusarium sp)
Repeticiones 4 Por cada concentracién, hongo y aceite

Total de tratamientos realizados 3x4x3 = 36

Siendo la UE= unidad experimental § cajas petri/concentracion/hongo/aceite|

SEGUNDO ENSAYO.

Este ensayo se realiz6 en concentraciones de aceite mayores al primero porque en el
anterior no se obtuvo ninguna concentraciéon de aceite esencial que inhibiera el
crecimiento micelial de los hongos utilizados.

Factor Niveles
Aceite esencial 3 (tomillo, limén y mandarina)
Concentraciéon 5(0,8,10,12,y 14 pl)/12 ml
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Hongo inoculado 3 (Colletotrichum g., Rhizopus sp y Fusarium sp)

Repeticiones 4 Por cada concentracién, hongo y aceite

Total de tratamientos realizados 3x5x3 = 45.

Siendo la UE= unidad experimental § cajas petri/concentracion/hongo/aceite|

e PARAMETROS DE EVALUACION
Crecimiento micelial.

Se determiné midiendo diariamente el crecimiento del micelio en mm desde el centro
de la caja al borde exterior con ayuda de un vernier, esto se realizé hasta que el micelio
del hongo llegara a la orilla de las cajas ptri. Se realizaron 4 repeticiones por cada tipo
de aceite y concentracion.

Efecto en la esporulacion.

Se obtuvo una solucién de esporas adicionando 12 ml de agua desionizada de cada caja
petri utilizada en la evaluacién del crecimiento micelial, y se rasparon con una aguja de
diseccion estéril. La solucion se filtré a través de un embudo de filtracién rapida y una
gasa estéril en un frasco gotero color ambar. Con el fin de detener la germinacién de los
conidios se le agregd a la solucion de esporas unas gotas de safranino-lactofenol
(Anexo)

Se realiz6 un conteo de esporas tomando 0.5 ml de la suspensiéon depositandola en una
camara de Neubauer, se contaron 5 campos del cuadro central de la camara con la
ayuda de un microscopio compuesto con el objetivo de 40X para este conteo se tomaron
4 cajas por tratamiento y se realizaron lecturas dobles.

Analisis estadistico.

Se obtuvo la media y la desviacién estandar de las réplicas de los datos obtenidos y se
realiz6é un analisis de Varianza con un a = 0.05 en el cual los experimentos tuvieron un
arreglo completamente al azar. Los datos se analizaron en el programa
STATGRAPHICS Plus version 5.
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6.2.- Segunda Etapa. Estudios in situ

e Obtencion de los frutos

En esta etapa se utilizaron tinicamente los aceites esenciales de tomillo y limén porque
fueron con los que se inhibi6 el crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides y
Rhizopus sp., utilizados en la primera etapa del proyecto.

Se emplearon un total de 280 frutos de papayas cv ‘Maradol” de la Central de Abasto de
la Ciudad de México, provenientes de Huatulco Oaxaca con las siguientes
caracterfsticas 8.73° Brix y 12.62 Newtons de firmeza en estado de madurez fisiol6gica;
es decir, cuando el color de la fruta cambia de color verde a color amarrillo.

Una actividad comtnmente utilizada en la Central de abasto antes de la
comercializacion de las papayas, es tratarlas con gas etileno para acelerar su
maduracién y asi poder venderlas al consumidor por este motivo en el ensayo se
utilizaron 240 frutos en estas condiciones para poder analizar la sensibilidad de los
resultados debido a un cambio en la madurez del fruto, ademas se realizé6 un
tratamiento adicional con 48 papayas sin tratamiento previo de etileno inoculando al
hongo (Colletotrichum gloeosporioides) puesto que es de los patégenos que provoca mayor
incidencia en las pérdidas postcosecha.

e Obtencidon de aceites esenciales

Aceites esenciales: Los aceites de tomillo y limén fueron obtenidos por hidrodestilaciéon
al vacio y proporcionados por la empresa INFOODS In rerum natura. (México, D. F.)

e Obtencién de cepas de Colletotrichum y Rhizopus sp.

Las cepas puras de los hongos que se utilizaron para esta etapa, fueron las que se
obtuvieron del estudio in vitro.

TRATAMIENTOS PARA FRUTOS CON TRATAMIENTO PREVIO DE ETILENO

Factor Niveles
Aceite esencial 2 (tomillo, limén)
Concentracion 4 (0,14,17 y 20 u1/200 ml de agua destilada)
Hongo inoculado 2 (Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus sp
Forma de aplicacion 3 Aceite de tomillo y/o limén
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Aceite de tomillo y/o limén+suspension. esporas
Suspension de esporas+aceite de tomillo y/o limén.

Lo que da un total de 2x4x2X3 = 48 tratamientos

Frutos Sin tratamiento previo de etileno

TRATAMIENTOS PARA FRUTOS SIN ADICION PREVIO DE ETILENO

Factor Niveles
Aceite esencial 2 (tomillo y limén)
Concentracion 4 (0,14,17 y 20 u1/200 ml de agua destilada)
Hongo inoculado 1 (Colletotrichum gloeosporioides)
Forma de aplicaciéon 3 Aceite de tomillo

Aceite de tomillo y/o limén+suspension esporas
Suspension de esporas+aceite de tomillo y/o limén.

Total de 2x4x1X3 = 24 tratamientos

Metodologia
e Preparacion de las frutas

Las frutas se transportaron al laboratorio de Fisiologia y Tecnologia Postcosecha de
Frutas y Hortalizas de la UAM-I. Se seleccionaron de acuerdo al peso promedio 1.5kg
se lavaron y desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 15
minutos. Posteriormente se enjuagaron con agua destilada, y se secaron con papel
secante.

e DPreparacion de suspension de aceites (tomillo y limén)

Se prepararon 6 diferentes suspensiones de aceite esencial de tomillo y limén en
concentraciones de (0, 14, 17 y 20 ul /200 ml de agua destilada w/v) equivalentes a (0,
0.0933, 0.1133, 0.1333 %) respectivamente.

e Preparacion de suspension de esporas de (Colletotrichum y Rhizopus).

La solucién de esporas se obtuvo realizando un raspado de las cajas Petri que contenian
las cepas puras, con una concentracion de 1X10° esporas /litro.

e Aplicacion de tratamientos
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Para la aplicaciéon de tratamientos se consider6 como unidad experimental a una
papaya y cinco repeticiones por cada tratamiento.
Metodologia

Los frutos se dividieron en 2 lotes: los tratados con etileno y los que no se trataron con
etileno.

PAPAYA

¢

Aplicacion de
tratamientos

v

Almacenamiento

Con C,H,

Sin C,Hy,

Una vez que las papayas estuvieron secas, se procedi6 a la aplicaciéon de la solucién de
aceite de tomillo de cada una de las concentraciones (0, 14, 17 y 20 pl) asperjandose
directamente en cada uno de los frutos dejandose en un recipiente cerrado por 15
minutos. Terminado este tiempo, las papayas se retiraron del recipiente y se dejaron
secar a temperatura ambiente (24 °C = 2° C).

Las frutas se almacenaron en una cdmara de maduracién a temperatura de 22 °C £2 °C
y 80 % de humedad relativa. Por un periodo de cinco dias para los frutos con previo
tratamiento de etileno y 9 dias para los frutos sin tratamiento de etileno, realizdndose
un muestreo diario del aspecto fisico de la papaya hasta que el control mostré un
porcentaje de infeccién mayor al 75%

e Parametros de evaluacion
Porcentaje de infeccion

Al término del periodo de almacenamiento (cinco dias para los frutos con previo
tratamiento de etileno y 9 dias para los frutos sin tratamiento de etileno) se revisaron los
frutos de cada tratamiento, dividiendo el namero de frutos infectados entre el total para
obtener el porcentaje de infeccion.
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Indice de severidad

Para facilitar la evaluacion de este parametro se consider6 la superficie total del fruto
como el 100 %, y se dividi6 longitudinalmente en cuatro partes iguales. Para el dafio
visual se establecié un escala arbitraria con cuatro categorias en funciéon del porcentaje
de la superficie infectada exhibida por el fruto, esto es: 0=sin dafio; 1=1-5 % dafio ligero;
2=6-15 % daifio moderado; 3=16% dafo severo.

El indice de severidad se determiné mediante la ecuacién descrita por Pérez y col.,,
(1995).
(Xi(1) + Xi(2) + Xi(3) + Xi(4) + Xi(5))

N

Indice de severidad =

Donde:

Xi = Numero de frutos enfermos por cada grado de dafio
1,2,3,4y5=Grados de dafio en la escala utilizada.

N = Total de frutos por unidad experimental

Analisis Estadistico

Los experimentos tuvieron un arreglo completamente al azar. Los datos se analizaron
con el programa STATGRAPHICS Plus, version 5. Se realizo un anélisis de varianza con
un nivel de confianza del 95%.
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6.3.- Tercera Etapa. Estudios in situ con pelicula comestible

e Seleccién e incorporacion de los aceites esenciales en peliculas comestibles.

e Evaluaciéon del efecto de las peliculas antimicrobianas en la conservacién de
papaya (Carica papaya L.)

e C(Caracterizacion de aceites esenciales

Obtencion de los frutos

120 papayas cv ‘Maradol’, procedentes de Oaxaca, tratadas con etileno: obtenidas en la
Central de Abasto de la Ciudad de México. Con 8.6° Brix y 12.06 Newtons de firmeza
en estado de madurez fisiologica; es decir, cuando el color de la fruta cambia de color
verde a color amarrillo

Obtencion de aceites esenciales

Aceites esenciales: Los aceites de tomillo y limén fueron obtenidos por hidrodestilaciéon
al vacio y proporcionados por la empresa INFOODS In rerum natura. (México, D. F.).

Obtencién de cepas de Colletotrichum y Rhizopus.

Las cepas puras de los hongos para esta etapa se obtuvieron del estudio in vitro.
TRATAMIENTOS PARA LOS FRUTOS (PAPAYA)

Frutos con tratamiento previo de etileno

Factor Niveles
Aceite esencial 2 (tomillo, limén)
Concentracion 2 (0.05y0.075 g/ 200g de mezcla)
Hongo inoculado 2 (Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus sp
Forma de aplicaciéon 3 control (ningdn tratamiento)

Pelicula comestible con tratamiento aceite de
tomillo y/o limén més suspensién de esporas.

Suspension de esporas+pelicula comestible con
tratamiento de aceite de tomillo y/o limén.

Total de 2x2x2X3 = 24 tratamientos
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CARACTERIZACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Para caracterizar e identificar los compuestos volatiles presentes en los aceites
esenciales de tomillo y limén se utiliz6 un cromatégrafo de gases Hewlett Packard,
acoplado a masas, 5890 serie II.
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Metodologia
e Preparacion de los frutos

Las frutas se transportaron al laboratorio de Fisiologia Postcosecha de Frutas y
Verduras de la UAM-I. Se seleccionaron de acuerdo al peso 1.5 kg, se lavaron y
desinfectaron con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 1% durante 15 minutos.
Posteriormente se enjuagaron con agua destilada, y se secaron con papel secante.

e DPreparacion de pelicula comestible de goma de mezquite

Se prepar6 la emulsion sencilla de la formulacién de la pelicula comestible a base de
goma de mezquite y material hidrofébico en una proporcién de 2:1 (cera de candelilla y
aceite mineral) segtin lo reportado (Bosquez y col., 2003) en la que se incorporo el aceite
esencial de tomillo y/o limén considerando una concentracién de 0.1% con la finalidad
de garantizar el efecto antimicrobiano obtenido en las etapas anteriores del estudio.

Goma de Mezquite 10%

Material hidrofobito 17.5 %

Glicerol 2%

Agua 70.5 %

Aceite esencial de limén/tomillo 0.1 % (conservador natural)

Preparacién de la suspension de esporas de (C. gloeosporioides y Rhizopus).

La solucién de esporas se obtuvo realizando un raspado de las cajas Petri que contenian
las cepas puras, con una concentracion de 1X10°esporas /litro.

Aplicacion de tratamientos

Para la aplicacién de tratamientos se consider6 como unidad experimental a una
papaya y cinco repeticiones por cada tratamiento.

Una vez que las papayas estuvieron completamente secas, se procedi6 a la aplicaciéon de
la pelicula comestible de cada una con aceite de tomillo y/o limén en concentraciones
de (0, 0.5y 0.075 g/250 g de la emulsion total), equivalentes al (0, 0.016, 0.033 y 0.05 %),
respectivamente.

En el primer tratamiento se cubrieron las papayas con la pelicula comestible, dejandose
secar por un periodo de una hora y pasado este tiempo se procedié a inocular el fruto
con suspension de esporas de los hongos Colletotrichum gloeosporioides y/o Rhizopus sp.,
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respectivamente. En un segundo tratamiento las papayas se inocularon con la
suspension de esporas de Colletotrichum gloeosporioides y/o Rhizopus sp., una vez
inoculado el fruto se dejo secar por un lapso de una hora y posteriormente se cubrieron
totalmente con la pelicula comestible.

Las frutas se almacenaron en una cdmara de maduracion a temperatura de 22°C + 2°Cy
80 % de humedad relativa. Por un periodo de diez dias, realizando evaluaciones fisicas
tomando el namero de papayas infectadas asi el porcentaje de infecciéon de cada uno de
los frutos.

Parametros de evaluacion

En esta etapa se analizaron los mismos parametros que en la etapa anterior.

Porcentaje de infeccion

Al término del periodo de almacenamiento de diez dias, se revisaron los frutos de cada
tratamiento, dividiendo el namero de frutos infectados entre el total para obtener el
porcentaje de infeccion.

Indice de severidad

Se determind el indice de severidad de la misma forma que en la etapa anterior

Caracterizacion de aceites esenciales.

La caracterizacion de los aceites esenciales de tomillo y limén se realizo en un
cromatografo de gases acoplado a masas 5890 serie II, utilizando helio como gas
acarreador de alta pureza, y una columna capilar para compuestos polares de 50m de
longitud y 0.320 mm de didmetro, las condiciones de operacion fueron : temperatura de
inyeccién de 200 °C, temperatura del detector 280°C y temperatura inicial del horno 60
°C y maxima de 250 °C, con flujo constante de 1ul/minuto.

Analisis Estadistico

Los experimentos tuvieron un arreglo completamente al azar. Los datos se analizaron
con el programa STATGRAPHICS Plus, version 5. Se realiz6é un anélisis de Varianza
(p = 0.05).
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.- Etapa 1. Efecto de los aceites esenciales de tomillo, limén y
mandarina en el crecimiento micelial de los hongos Colletotrichum
gloeosporioides, Rhizopus sp., y Fusarium sp.

En esta parte del estudio in vitro se presentan los resultados referentes a la cinética de
crecimiento micelial de tres diferentes hongos en presencia de aceites esenciales a
diferentes concentraciones, donde se determiné si el tipo de aceite y la concentraciéon
utilizada, tuvo efecto sobre las cepas de Colletotrichum gloeosporioides., Rhizopus sp., y
Fusarium sp., aisladas a partir de papaya. Las lineas horizontales indican la desviacién
estandar de cuatro repeticiones respectivamente.

En la figura 2 (A y B), se observan los resultados del crecimiento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides., a diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo.
Este aceite muestra actividad antimicrobiana a partir de 8 pl ya que inhibi6 el
crecimiento micelial del hongo, sin embargo en concentraciones menores a 8 pl este
efecto es fungistatico.

A) B)
C. gloeosporioides en presencia de aceite esencial de C. gloeosporioidesen presencia de aceie esencial de
tomill tomillo

7 -

6 | 7

5 | 6

4] 1

31 3

2 2

1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Dias Dias
ol 2 44l 64l ——O0pl ——8pul —A— 10yl —— 12yl —— 14yl

Figura 2. Cinética de crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides., en presencia de aceite esencial
de tomillo, (A) concentraciones de (0, 2, 4 y 6 pl) y (B) concentraciones de 0, 8,10, 12 y 14 pl
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En la figura 3 (A y B), se comparan los resultados del crecimiento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides., a diferentes concentraciones de aceite esencial de limén.
Aqui la actividad antimicrobiana sobre el crecimiento micelial se present6 a partir de
una concentracion de 12 ul observandose una inhibicion total. Las lineas horizontales
indican la desviacion estdndar de cuatro repeticiones respectivamente.

A) B)

C. gloeosporioides en presencia de aceite esencial de L i ) i
C. gloeosporioides en presencia de aceite esencial de

limén limén

o =~ N W s~ o0 oo N
L L L L L L )

Dias Dias

0l 2.l 4yl 6l —— Ol —— 8l —— 10 pl —— 12l —— 144l

Figura 3. Cinética de crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides., en presencia de aceite esencial
de limén, (A) concentraciones de (0, 2, 4 y 6 pl) y (B) concentraciones de 0, 8,10, 12y 14 pl
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En la figura 4 (A y B), se observa que en presencia de aceite esencial de mandarina el
crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides., no fue inhibido en ninguna de las
concentraciones utilizadas, la cinética de crecimiento se comportd de la misma forma
que el testigo. Por otro lado la figura A muestra un comportamiento de crecimiento
micelial no esperado ya hasta el segundo dia el crecimiento es muy similar al control
pero del segundo al tercer dia se ve una clara disminucién y posteriormente el
comportamiento es igual al control Las lineas horizontales indican la desviacién
estdndar de cuatro repeticiones respectivamente.

A) B)
C. gloeosporioides en presencia de aceite esencial de C. gloeosporioides en presencia de aceite esencial de
mandarina mandarina
7 4 7
6 6
54 5
4 4 4
34 34
2 2
14 14
04 ‘ : : : : : ‘ 0 . . . ! ! ! .
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Dias Dias
0 ul 2ul 4yl ——6 pl 0 pl 8 ul 10 —— 12 yl ——14

Figura 4. Cinética de crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides., en presencia de aceite esencial
de mandarina, (A) concentraciones de (0, 2, 4 y 6pl) y (B) concentraciones de 0, 8,10, 12 y 14 pl.

En la figura 5 (A y B), se muestran los resultados obtenidos del efecto antimicrobiano
que tuvo el aceite esencial de tomillo sobre la cinética del crecimiento micelial de
Rhizopus sp., en los cuales se observa que a una concentraciéon de 8 pl el hongo se inhibe
completamente. Las lineas horizontales indican la desviacién estdndar de cuatro
repeticiones respectivamente.

LA) | B)
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Rhizopus sp . en presencia de aceite esencial de Rhizopus sp. en presencia de aceite esencial de
tomillo tomillo
5 5
4 - 5
31 4 4
3 4
2
2
1 14
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Figura 5. Cinética de crecimiento micelial de Rhizopus sp., en presencia de aceite esencial de tomillo, (A)
concentraciones de (0, 2, 4 y 6 l) y (B) concentraciones de 0, 8, 10, 12 y 14 pl.

En la figura 6 (A y B), se muestran los tratamientos aplicados en Rhizopus sp., a
diferentes concentraciones de aceite esencial de limén en donde se observa la actividad
antimicrobiana de este aceite en concentracién mayor de 10 pl mientras que a una
concentracién menor de 12 pl el efecto es fungistatico. Las lineas horizontales indican la
desviacion estandar de cuatro repeticiones respectivamente.

A) B)
Rhizopus sp . en presencia de aceite esencial de Rhizopus sp. en presencia de aceite esencial de
limén limén
6 5
5 - 6
4 %1
3 4
3 4
21 24
14 1+
0 ‘ ‘ ‘ ; ; ‘ 0 ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 0 2 4 6
Dias
Dias
—Opl ——2u ——4puyl——=6 4yl —O0pl ——8pul —— 10 pl —— 12 yl —— 14l

Figura 6. Cinética de crecimiento micelial de Rhizopus sp., en presencia de aceite esencial de limoén, (A)
concentraciones de (0, 2, 4 y 6 ul) y (B) concentraciones de 0, 8, 10, 12 y 14 pl.

En la figura 7 (A y B), se observa que las diferentes concentraciones utilizadas de aceite
esencial de mandarina, sobre las cepas de Rhizopus sp., no tuvieron efecto sobre el
crecimiento micelial del hongo. Las lineas horizontales indican la desviacion estandar
de cuatro repeticiones respectivamente.
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A)

Rhizopus sp . en presencia de aceite esencial de

mandarina
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Figura 7. Cinética de crecimiento micelial de Rhizopus sp., en presencia de aceite esencial de mandarina,
(A) concentraciones de (0, 2, 4 y 6 pnl) y (B) concentraciones de 0, 8, 10, 12 y 14 pl.

En la figura 8 (A y B), se presentan los resultados del tratamiento utilizado con aceite
esencial de tomillo sobre las cepas de Fusarium sp., en los cuales se observa que el efecto
antimicrobiano no fue inhibitorio en ninguna de las concentraciones utilizadas, sin
embargo a partir de 14 pl se observé un efecto fungistatico. Las lineas horizontales
indican la desviacion estdndar de cuatro repeticiones respectivamente.
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Figura 8. Cinética de crecimiento micelial de Fusarium sp., en presencia de aceite esencial de tomillo, (A)
concentraciones de (0, 2, 4 y 6 l) y (B) concentraciones de 0, 8, 10, 12 y 14 pl.

En la figura 9 (A y B), se presentan los resultados de los dos ensayos realizados con
aceite esencial de limoén a diferentes concentraciones sobre Fusarium sp., en donde se
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observa que el comportamiento del crecimiento micelial es igual al control por lo tanto
este aceite no present6 efecto alguno sobre este hongo. Las lineas horizontales indican
la desviacion estandar de cuatro repeticiones respectivamente.

A) B)
Fusarium sp . en presencia de aceite esencial de Fusarium sp. en presencia de aceite esencial de
limén limén
14 - 14
15 13 |
| |
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Figura 9. Cinética de crecimiento micelial de Fusarium sp., en presencia de aceite esencial de limén, (A)
concentraciones de (0, 2, 4 y 6 l) y (B) concentraciones de 0, 8, 10, 12 y 14 pl.

En la figura 10 (A y B), se aprecia que el aceite de mandarina no tuvo efecto en la
cinética de crecimiento micelal de Fusarium sp., en las concentraciones utilizadas. Las

lineas horizontales indican la desviacion estandar de cuatro repeticiones
respectivamente.
A) B)
Fusarium sp . en presencia de aceite esencial de Fusarium sp. en presencia de aceite esencial de
mandarina mandarina
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Figura 10. Cinética de crecimiento micelial de Fusarium sp., en presencia de aceite esencial de mandarina,
(A) concentraciones de (0, 2, 4 y 6 pnl) y (B) concentraciones de 0, 8, 10, 12 y 14 pl.

33




EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE PELICULAS COMESTIBLES CON ACEITES
ESENCIALES in vitro e in situ.

CONCLUSIONES PARCIALES

En esta etapa se concluy6 que el efecto antimicrobiano, en términos de inhibicion del
crecimiento micelial, fue significativamente diferente (p= 0.05) (Anélisis estadistico en
Anexo, tabla 1), de acuerdo con el tipo de aceite esencial y concentracion ensayada, asi
como del tipo de hongo estudiado.

El mejor efecto fungicida observado en el crecimiento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides y Rhizopus sp se obtuvo con el aceite esencial de tomillo a concentraciones
8pl.
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7.2.- Etapa Ila. Efecto de los aceite esenciales de tomillo y limén en el
porcentaje de infeccién e indice de severidad de las pudriciones causadas
por Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus sp., en frutas de papaya
previamente tratadas con etileno.

En esta parte del estudio in situ se presentan los resultados referentes al aspecto fisico
que presentaron los frutos después de haberse aplicado diferentes tratamientos con
aceites esenciales de tomillo y/o limén en donde se determiné el porcentaje de infecciéon
e indice de severidad.

En la tabla 3 se muestra el efecto de los diferentes tratamientos aplicados en papaya, en
donde se puede observar que con el aceite esencial de tomillo en concentracién de 20 pl,
se obtiene el menor indice de severidad (1.6).

Por otro lado se observa que en el tratamiento en el cual primero se realiza la aplicacién
de aceite de tomillo y después se inocula el fruto con suspensiéon de esporas del hongo
Colletotrichum gloeosporioides, los porcentajes de infecciéon disminuyeron en un 40%
respecto al control.

Tabla 3. Efecto del aceite esencial de tomillo en el porcentaje de infeccién e indice de
severidad de las pudriciones causadas por en papaya.

Numero de Tratamientos Nu;near(;ge Infecciéon | Indice de
tratamientos _papay (%) severidad*
infectadas
1 Control 5 100 3
2 Aceite tomillo 14 pl 4 80 2.2
3 Aceite tomillo 17 pl 4 80 24
4 Aceite tomillo 20 pl 3 60 1.6
5 Acelt.e,tomﬂlo 14 pl+ 3 60 18
solucion de esporas
6 Acelt.e,tormllo 17 pl + 3 60 18
solucion de esporas
v Acelt.e,tormllo 20 pl + 3 60 18
solucion de esporas
Solucién de esporas +
8 aceite tomillo 14 pl 4 80 24
Solucién de esporas +
? aceite tomillo 17 pl > 100 5
Solucién de esporas +
10 aceite tomillo 20 pl 4 80 22

* Severidad de la enfermedad en los frutos de papaya: 0=sin dafio, 1=1-5% dafio ligero, 2=6-15%
dafio moderado, 3=16% datfio severo.
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En la tabla 4 se observa que la aplicacién con aceite de limén solo, en las diferentes
concentraciones aplicadas no fue suficiente para controlar la pudricion debida a
Colletotrichum gloeosporioides ya que el porcentaje de infeccion resulté ser del 100% al
igual que el control; aunque no en términos del indice de severidad.

Por otro lado se puede ver que si se aplica en el fruto aceite de limén en concentraciones
entre 17y 20 pl y después se inocula el mismo tipo de hongo el porcentaje de infeccién
disminuye hasta un 40% respecto del control con un indice de severidad de 0.8 ademas
de obtenerse el menor nimero de papayas infectadas (3).

Tabla 4. Efecto del aceite esencial de limén en el en el porcentaje de infeccion e
indice de severidad de las pudriciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides en

papaya.

Nuamero de Tratamientos Nu;nearoage Infecciéon | Indice de
tratamientos _papay (%) severidad
infectadas
1 Control 5 100 3
2 Aceite limén 14 pl 5 100 24
3 Aceite limén 17 pl 5 100 2.2
4 Aceite limén 20 pl 5 100 2.2
5 Acelt.e,hmon 14 pl + 5 100 18
solucion de esporas
6 Acelt.e,hmon 17 pl + 5 100 5
solucion de esporas
v Acelt.e,hmon 20 pl + 3 60 0.8
solucion de esporas
3 8011'1c10.n c%e esporas + 4 30 12
aceite limén 14 pl.
9 8011'1c10.n c%e esporas + 5 100 14
aceite limén 17 pl.
10 8011'1c10.n c%e esporas + 5 100 18
aceite limén 20 pl.

*Severidad de la enfermedad en los frutos de papaya: 0=sin dafio, 1=1-5% dafio ligero, 2=6-15%
dafio moderado, 3=16% dafo severo.
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En la tabla 5 se muestran los resultados en dénde encontramos el menor Indice de
severidad (0.2) y menor ntimero de frutos infectados (1) que fueron obtenidos con la
aplicacién de aceite esencial de tomillo solo en concentracion de 20 pl.

Cabe mencionar que también se observo un efecto antimicrobiano en los tratamientos
en los cuales se aplico primero solucién de esporas Rhizopus sp +aceite esencial de
tomillo en concentracion de 14 pl, obteniéndose un indice de severidad de 0.6 y 40% de
de infeccion.

Tabla 5. Efecto del aceite esencial de tomillo en el porcentaje de infeccién e indice de
severidad de las pudriciones causadas por Rhizopus sp en papaya.

Nuamero de Tratamientos Nu;ne;rc;;le Infecciéon | Indice de
tratamientos _papay (%) severidad
infectadas
1 Control 4 80 24
2 Aceite tomillo 14 pl 1 100 0.4
3 Aceite tomillo 17 pl 2 20 0.6
4 Aceite tomillo 20 pl 1 20 0.2
5 Acelt.e,tormllo 14 pl + 3 60 1
solucion de esporas
6 Acelt.e,tomﬂlo 17 pl + 4 30 14
solucion de esporas
v Acelt.e,tomﬂlo 20 pl + 3 60 1
solucion de esporas
Solucién de esporas +
8 aceite tomillo 14 pl 2 40 06
Solucién de esporas +
? aceite tomillo 17 pl 4 80 18
Solucién de esporas +
10 aceite tomillo 20 pl 3 60 1

*Severidad de la enfermedad en los frutos de papaya: 0=sin dafio, 1=1-5% dafio ligero, 2=6-15%
dafio moderado, 3=16% dafio severo

Con los resultados de la tabla 6 no se puede concluir que hubo un efecto antimicrobiano
de los tratamientos aplicados en los frutos, porque el porcentaje de infeccién e indice de
severidad son muy variables; sin embargo podemos observar que el menor porcentaje
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de infeccion fue de 60% e indice de severidad 0.6 cuando se utilizé Gnicamente aceite

esencial de limén en concentracion de 17 pl.

Tabla 6. Efecto del aceite esencial de limén en el porcentaje de infeccion e indice de
severidad de las pudriciones causadas por Rhizopus sp. en papaya.

Numero de Tratamientos Nu;nearoage Infecciéon | Indice de
tratamientos _papay (%) severidad
infectadas
1 Control 5 100 24
2 Aceite limén 14 pl 5 100 1.4
3 Aceite limén 17 pl 3 60 0.6
4 Aceite limén 20 pl 4 80 1.2
5 Acelt.e,hmon 14 pl + 4 30 16
solucion de esporas
6 Acelt.e,hmon 17 pl + 4 30 5
solucion de esporas
v Acelt.e,hmon 20 pl + 5 100 16
solucion de esporas
3 Solgcpn c%e esporas + 5 100 24
aceite limén 14 pl
9 Solgcpn c%e esporas + 4 30 14
aceite limén 17 pl
10 Solgcpn c%e esporas + 5 100 29
aceite limén 20 pl

*Severidad de la enfermedad en los frutos de papaya: 0=sin dafio, 1=1-5% dafio ligero, 2=6-15%
dafio moderado, 3=16% dafo severo.

7.3.- Etapa IL.b Efecto de los aceite esenciales de tomillo y limén en el
porcentaje de infeccién e indice de severidad de las pudriciones causadas
por Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus sp., en papaya sin
tratamiento de etileno.

Se realiz6 un experimento adicional con frutos que no fueron tratados con etileno en la
Central de Abasto de la Ciudad de México, para observar si se presentaba algin efecto

debido al proceso de maduracién de los frutos después de la aplicacién de los mismos
tratamientos realizados en papayas tratadas previamente con etileno.
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En la tabla 7 se ve claramente que usando aceite esencial de tomillo en concentracion de
20 pl se obtuvo el menor porcentaje de infecciéon e indice de severidad, asi como el
menor numero de papayas infectadas (0) por Colletotrichum gloeosporioides..

Por otro lado también se observa que los tratamientos en los cuales primero se inocul6é
el hongo y después se procedi6 a la aplicaciéon del aceite esencial de tomillo en
concentraciéon de 20 pl el efecto inhibitorio del aceite fue igual que en el anterior
tratamiento.

Tabla 7. Efecto del aceite esencial de tomillo en el porcentaje de infeccién e indice de
severidad de las pudriciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides en papaya.

Numero de

Nuamero de Tratamientos apavas Infeccion | Indice de
tratamientos _papay (%) severidad
infectadas
1 Control 2 100 3
2 Aceite limén 14 pl 2 100 1.5
3 Aceite limén 17 pl 2 100 2
4 Aceite limén 20 pl 0 0 0

Aceite limén 14 pl +

5 . 2 100 1
solucion de esporas

6 Acelt.e,hmon 17 pl + 5 100 3
solucion de esporas

v Acelt.e,hmon 20 pl + 1 50 1
solucion de esporas
Solucién de esporas +

8 aceite limon 14 pl ! >0 1

9 Solgcpn c%e esporas + 5 100 5
aceite limén 17 pl

10 Solucién de esporas + 0 0 0

aceite limén 20 pl

*Severidad de la enfermedad en los frutos de papaya: 0=sin dafio, 1=1-5% dario ligero, 2=6-15%
dafio moderado, 3=16% dafo severo.

Se observa en al tabla 8 que al aplicar el tratamiento de aceite de limén solo,
directamente en el fruto, se obtuvo el menor indice de severidad, nimero de papayas
infectadas y porcentaje de infeccién (0).
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Tabla 8. Efecto del aceite esencial de limén en el porcentaje de infeccion e indice de
severidad de las pudriciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides en papaya.

Ntuumero .

Nuamero de . T
de Tratamientos apavas Infecciéon | Indice de
tratamient _papay (%) severidad

infectadas
0s

1 Control 2 100 3

2 Aceite limén 14 pl 1 50 0.5

3 Aceite limén 17 pl 2 100 2

4 Aceite limén 20 pl 0 0 0

5 Aceite limé6n 14 pl + solucion 1 50 1
de esporas

6 Aceite limén 17 pl + solucion 5 100 4
de esporas

v Aceite limon 20 pl + solucion 5 100 4
de esporas

3 S.OII%CIOI’I de esporas + aceite 5 100 3
limén 14 pl.

9 S.OII%CIOI’I de esporas + aceite 1 50 3
limén 17 pl.

10 S.OII%CIOI’I de esporas + aceite 5 100 3
limén 20 pl.

*Severidad de la enfermedad en los frutos de papaya: O=sin dafio, 1=1-5% dafio ligero, 2=6-15%
dafio moderado, 3=16% dano severo.

CONCLUSIONES PARCIALES

e En esta etapa se concluy6 que existe una diferencia significativamente (p= 0.05)
(Anélisis estadistico en Anexo tabla 2), en términos del indice de severidad,
tratamiento aplicado y concentracién de aceite ensayada.

e FEl mejor tratamiento observado fue cuando se aplicé primero aceite esencial de
tomillo y/o limén en concentracién de 20 pl.

e Los frutos sin tratamiento previo de etileno presentaron el mismo
comportamiento en términos del indice de severidad y ntmero de papayas
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infectadas, sin embargo los frutos presentaron una vida de anaquel de 10 dias
respecto de los frutos que fueron tratados con etileno (5 dias).

7.4.- Etapa 3. Efecto de los aceites esenciales de tomillo y limén incorporadas en una
pelicula comestible, en el porcentaje de infecciéon e indice de severidad de las
pudriciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus sp.

En esta etapa del estudio se procedié a la incorporaciéon de los aceites esenciales de
tomillo y limén en una formulacion de cubierta comestible a diferentes concentraciones,
y se aplic6 directamente en el fruto determindndose los mismos parametros que en la
etapa anterior.

En la siguiente tabla se aprecia, que al aplicar la cubierta comestible con aceite de limén
en concentracion de 0.05g se obtuvieron los menores indices de severidad, porcentaje de
infeccion y namero de papayas infectadas (0). Mientras que con el aceite esencial de
tomillo en concentraciones de 0.05 y 0.075 se obtuvieron los mismos indices de
severidad, porcentajes de infeccién y frutos infectados 2 y 20% respectivamente en las
pudriciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides.

Para el control del hongo Rhizopus sp., Se encontr6 que utilizando aceite esencial de
tomillo en concentracién de 0.05 6 0.075 no hubo ninguna variaciéon en cuanto al indice
de severidad y porcentaje de infeccion 40 y 0.4% respectivamente.
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Tabla 10. Efecto del aceite esencial de tomillo y limén en el porcentaje de infeccién e
indice de severidad de las pudriciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides en

papaya.

Numero de Namero de Indice de
tratamientos Hongo Tratamientos . papayas Infeccion (%) severidad
infectadas
1 COIItI‘Ol 5 3 100
Colletotrichum | Pelicula comestible

2 0.05g aceite tomillo 1 0.2 20
Pelicula comestible

3 0.075g aceite 1 0.2 10
tomillo
Pelicula comestible

4 0.05g aceite limon 0 0 0
Pelicula comestible

5 0.075¢ aceite limon 2 0.2 40

Rhizopus Pelicula comestible

6 0.05g aceite tomillo 2 04 40
Pelicula comestible

7 0.075g aceite 2 0.4 40
tomillo
Pelicula comestible

8 0.05g limén 2 0.6 40
Pelicula comestible

9 0.075¢ aceite limén 2 04 40

CONCLUSIONES PARCIALES

e En esta etapa se concluy6 que la mejor pelicula comestible fue la que se aplicé en
los frutos con aceite esencial de limén en concentracion de 0.05g, porque se
obtuvo el menor nimero de papayas infectadas, porcentaje de infeccion e indice
de severidad (0) respectivamente.

e Por otro lado también se concluye que la cubierta comestible con aplicacién de

aceite de tomillo y/o limén disminuyen en general los porcentajes de infeccion,
indices de severidad y niimero de papayas infectadas.
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7.5.- Caracterizacion de los aceites esenciales de tomillo y limén

De acuerdo a la caracterizacion realizada de los aceites esenciales de tomillo y limén se
obtuvieron los compuestos en mayor abundancia:

ACEITE
TOMILLO

ACEITE
LIMON

COMPUESTO

1-metil-3-(1-metiletil, Benceno)
1-metil-4-(1-4-ciclo hexadieno)
Timol
3,7-dimetil-1,6-Octadien-3-ol
4-metil-1-(Biciclo (3.1.0) hexano)
Beta-miriceno

Eucaliptol

1-Octen-3-ol
1-metil-4-(1-1,3-ciclohexadieno)

COMPUESTO

Limoneno

1-metil-4-(1-4-ciclo hexadieno)
Beta-mirceno
3,7-dimetil-1,6-Octadien-3-ol
(+) -2-Careno

Alfa-Pineno
1-metil-4-(1-3-ciclo hexadieno)

AREA DE
RETENCION %

34.58

21.27
15.13
5.96

3.50

248

2.38
215
212

AREA DE
RETENCION %
58.72
13.01
6.09
4.80
441
3.47
241
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En la figura 11 se muestran las estructuras quimicas de algunos de los compuestos
volatiles que se pueden encontrar en mayor concentracion en aceite de tomillo y/o aceite
de limén.

R-(+)-limoneno
Citral Timol
El limoneno dextrégiro (+)

Figura 1: estructura quimica de aceites esenciales
(Templeton, 1969, Voda, 2003)
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8.- CONCLUSIONES

Se concluye que de acuerdo a la concentracion y forma de aplicacion los aceites
esenciales de tomillo y limén tienen un efecto antimicrobiano sobre las cepas de los
hongos Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus sp.

El aceite esencial de mandarina no tuvo efecto antimicrobiano sobre las cepas de los
hongos Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus sp.
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10.- ANEXO

En la tabla 1 se presentan los resultados del andlisis de varianza, de los tratamientos
evaluados con las diferentes concentraciones de aceites esenciales de tomillo, limén y
mandarina (sobre el crecimiento de inhibicién micelial de los hongos.

En el caso de los tratamientos Colletrichum Tomillo y Rhizopus Tomillo, la inhibicién del
crecimiento micelial se observé a partir de la concentracion minima del 0.06%, por lo
que no se pudo realizar un analisis de varianza, al no haber variabilidad de los
resultados.

En los tratamientos Colletotrichum Limoén, Rhizopus Limén y Fusarium Limoén, la
inhibicién del crecimiento micelial se observo a partir de una concentraciéon del 0.1%.

De acuerdo al anélisis de varianza en concentraciones inferiores de (0.06 y 0.1%), existe
una diferencia significativa entre los tratamientos utilizados, con un nivel de confianza
de (p = 005). El efecto de cada concentracion aplicada es diferente en cada caso, es decir,
a mayor concentracion mayor efecto.

Para los tratamientos Colletotrichum Mandarina, Rhizopus Mandarina, Fusarium Tomillo
y Fusarium Mandarina, ninguna de las concentraciones utilizadas logro inhibir el
crecimiento micelial,, por lo tanto podemos decir que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las cuatro variables medidas
(concentraciones) con un nivel de confianza de (p = 005).

Tabla 1. Efecto de los aceites esenciales de tomillo, limén y mandarina en el
crecimiento micelial de los hongos Colletotrichum, Rhizopus y Fusarium..

Tratamiento Concentraciéfl (p{l)’ dopde el ANOVA (0.05)
efecto es significativo F Valor P

Colletrichum Tomillo 8* - -
Colletrichum Limén 12 11.29 0.0072
Colletotrichum Mandarina - 1.18 0.3441
Rhizopus Tomillo 8* - -
Rhizopus Limén 12 8.96 0.0402
Rhizopus Mandarina - 0.08 0.9656
Fusarium Tomillo - 1.30 0.2869
Fusarium Limoén 12 3.01 0.0414
Fusarium Mandarina - 0.49 0.6933

* Al no haber variabilidad entre los datos, no se pudo realizar el analisis de varianza. La concentracién
minima de aceite fue del 0.06% en todos los casos, por lo que el porcentaje de inhibicién fue de 100% en
todos los casos.
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En la Tabla 2, se presentan los resultados del analisis de varianza para Indice de
severidad correspondiente a diferentes tratamientos de aceite de tomillo y limén para
colletotrichum y rhizopus.

El signo de los coeficientes estimados es el esperado (negativo), que indica que a mayor
concentracion, menor Indice de severidad.

En los tratamientos de Aceite tomillo+suspensiéon de esporas, Aceite limén y Aceite
tomillo solos existe una relacién estadisticamente significativa entre las variables
concentracion e Indice de Severidad, con un nivel de confianza de 95%.

En todos los demas casos, no existe una correlacién estadisticamente significativa entre
la concentracién del tratamiento y el Indice de severidad resultante.

Tabla 2. Efecto de los aceites esenciales de tomillo y limén en el indice de severidad
con diferentes tratamientos aplicados en Colletotrichum y Rhizopus

Indice de ANOVA (0.05)
Tratamientos Severidad | Coeficiente R?
(1) ESta(::IStICO Valor P
Aceite tomillo 2.3000 -0.0584 | 0.79953 7.9766 |  0.1058
Aceite tomillo + suspension
de esporas 2.1000 -0.0652 | 0.92332 24.0833 0.0391
Suspension de esporas +
aceite tomillo 2.2000 -0.0279 | 0.35835 1.1170 0.4014
Aceite limon 2.2000 -0.0424 | 0.98078 102.0644 0.0097
Aceite limoén + suspension de
esporas 2.2000 -0.0924 0.82210 9.2422 0.0933
Suspension de esporas +
aceite limén 2.1750 -0.0756 | 0.68827 4.4157 0.1704
Aceite tomillo 2.1938 01112 | 0.94216 325782 |  0.0294
Aceite tomillo + suspension
de esporas 2.1922 -0.0688 | 0.84814 11.1701 0.0791
Suspension de esporas +
aceite tomillo 2.1902 -0.0637 | 0.48825 1.9082 0.3013
Aceite limon 2.1878 -0.0750 | 0.78544 7.3212|  0.1138
Aceite limoén + suspension de
esporas 2.1910 -0.0362 | 0.69949 4.6553 0.1636
Suspension de esporas +
aceite limén 2.1903 -0.0243 | 0.20353 0.5111 0.5489
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En la Tabla 3, se presentan los resultados del andlisis de varianza para Indice de
severidad correspondiente a diferentes tratamientos de aceite de tomillo y limén para
colletotrichum y rhizopus.

El signo de los coeficientes estimados es el esperado (negativo), que indica que a mayor
concentraciéon, menor Indice de severidad.

Los valores de R? indican que la concentraciéon de aceite esencial utilizada explica en
mas del 85% el valor del Indice de severidad en todos los casos.

Sin embargo, los valores P de la prueba F resultaron mayores a 0.05 en los cuatro casos,
por lo que, con los datos disponibles (n=3 en cada caso), en ninguno de los tratamientos
se observa una relacién estadisticamente significativa (con 95% de confianza) entre
concentracion e Indice de severidad

Tabla 3. Efecto de las peliculas antimicrobianas en el Indice de severidad causado por
Colletotrichum Y Rhizopus en papaya

indice de ANOVA (0.05)
Tratamiento Severidad | Coeficiente R?
(1) Estacll:lstlco Valor P

Pelicula comestible 0.05g

aceite tomillo 1.1333 -40.00 0.893 8.33 0.212
Pelicula comestible 0.075g

aceite tomillo 1.0667 -40.57 0.853 5.81 0.250
Pelicula comestible 0.05g

aceite limén 1.2667 -37.14 0.893 8.33 0.212
Pelicula comestible 0.075g

aceite limén 1.3333 -36.57 0.932 13.65 0.168
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