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1. RESUMEN

La pitaya (Stenocereus pruinosus) y el xoconostle dulce (Stenocereus stellatus) son
frutos endémicos de México, cuya distribucion es local debido a lo perecedero de los
frutos, por lo que el objetivo de la siguiente investigacion fue aplicar recubrimientos
biopolimericos con actividad antimicrobiana para extender la vida poscosecha de los
frutos. El quitosano (Q) fue obtenido mediante desacetilacion termoquimica
heterogénea a partir de quitina extraida de una fermentacion lactica de desperdicios de
camardn. La preparacion y caracterizacion de recubrimientos se alternaron con la
aplicacion in vivo debido a que los frutos son estacionales, por lo que no estaban

disponibles todo el afio.

En la primera fase, los recubrimientos biopolimericos fueron evaluados solos o con
la combinacién de aceite de neem (N), este ultimo en emulsiones tipo aceite en agua
(O/W), donde la fase oleosa estuvo conformada por mezcla de aceite de neem-aceite de
girasol (NG). A pesar de que los sistemas no fueron estables se aplicaron sobre pitayas.
De acuerdo con los resultados obtenidos, las pitayas con en epicarpio de color rojo,
fueron mas perecederas que las pitayas de epicarpio de color verde, asi como el
almacenamiento a  temperatura ambiente (25+2°C) no logré perdurar la vida
poscosecha. Las mejores condiciones se alcanzaron a temperatura de refrigeracion
(10£5°C) con frutas recubiertas con Q nativo y la emulsion NGQ-g-H ambos a 5¢g/L.
Estas formulaciones fueron capaces de disminuir la PFP, porcentaje de unidades
infectadas, sensorialmente conservaron su sabor, pulpa y apariencia general. Sin
embargo, NGQ-g-H mostro un oscurecimiento en el epicarpio debido posiblemente al
efecto prooxidante del aceite de girasol. Cabe mencionar que la aplicacién de este
bioensayo, se realiz6 en campo en huertos del municipio de Santa Gertrudis Cosoltepec

en el estado de Oaxaca.

En la segunda fase de la experimentacion se sustituyo el aceite de girasol por aceite
mineral grado alimenticio (M), se evaluaron los recubrimientos sobre xoconostle dulce,
obteniendo de manera consistente que el Q nativo y NMQ-g-H ambos a 5g/L lograron
disminuir la PFP y se eliminé el efecto de prooxidacion; sin embargo las emulsiones no

fueron estables.




En la fase tres, se caracterizo cada componente de la formulacion de las emulsiones
con la finalidad de estabilizarlas. EI Q-g-H produjo una baja estabilidad porque el
potencial zeta fue cercano a cero, por lo que se decidié emplear el Q nativo y usar goma
de mezquite (GM) como emulsionante. La reformulacion permitio el obtener un sistema
estable (NMQGM), por lo que se caracterizaron las condiciones de liberacion de N. Se
aplicaron los recubrimientos Q, quitosano comercial (QC), GM, NMQ-g-H y NMQGM
sobre pitaya. Se obtuvo que el Q nativo y NMQ-g-H (5g/L) lograron disminuir la PFP,
unidades infectadas y NMQ-g-H fue catalogada como la de mayor preferencia por el
consumidor de acuerdo con el analisis sensorial. No obstante la estabilidad lograda con
la emulsion NMQGM no se prolongé la vida poscosecha de los frutos, debido a que la
GM fue susceptible a contaminaciones fungicas. En este bioensayo se comparé QCy Q
determinandose que los frutos recubiertos con Q presentaron mayor actividad
antimicrobiana, menor pérdida fisioldgica de peso, mayor firmeza y mayor aceptacion

sensorial, que aquellos frutos recubiertos con QC.




2. ABSTRACT

The pitaya (Stenocereus pruinosus) and sweet xoconostle (Stenocereus stellatus) are
endemic fruits of Mexico with local distribution, due to their perishability and microbial
decay. Therefore the objective of this work was the evaluation of biopolymer coatings
for extending postharvest life and microbial inhibition. Chitosan (Q) was obtained by
thermochemical heterogeneous deacetylation from chitin extracted by lactic acid
fermentation of shrimp wastes. Coatings preparation and characterization were
alternated with in vivo application because the fruits were not available through all the

year of experimental work.

In the first stage, the biopolymer coatings were tested alone or with combination of
neem oil (N), the latter in oil-water emulsions (O/W), where the oil phase consisted of
mixture of neem oil-sunflower oil (NG). In spite of none of the dispersed systems were
stable, the coatings were applied onto pitayas. According with the results, pitayas with
red epicarp were more perishable than pitayas with green epicarp, as well the storage at
room temperature (25+2°C) did not extend the postharvest life. The best conditions were
achieved at low temperature (10£5°C) with fruits coated with Q native and NGQ-g-H
emulsion both at 5g/L. These formulations were able to decrease PFP, percentage of
infected units, retained sensory attributes such as flavor, pulp and overall appearance.
However, pitaya treated with NGQ-g-H showed browning in the epicarp, this might be
due to pro-oxidant effect of sunflower oil. It is noteworthy that the application was
performed in orchards in Santa Gertrudis Cosoltepec in the state of Oaxaca.

In the second stage of experimentation sunflower oil was substituted for food grade
mineral oil (M) in coatings and evaluated on sweet xoconostle, Q, NMQ-g-H were
consistently able to decrease PFP and epicarp oxidation were not observed; however the

emulsions were not stable.

In stage three, each component of the formulation was characterized in order to
stabilize emulsions. The Q-g-H produced low stability because the zeta potential was
close to zero, so it was decided to use the Q and mesquite gum (GM) as an emulsifier.
The reformulation allowed obtaining a stable system (NMQGM), thus with this coating
release conditions of N were determined N. Q, commercial chitosan (QC), GM, NMQ-
g-H and NMQGM were applied on pitayas. Q and NMQ-g- H (5g/L) minimized the




PFP and infected units, while NMQ-g-H was preferred by the consumer according to
the sensory analysis. Notwithstanding, the stability achieved with the emulsion
NMQGM, postharvest life of the fruit was not extended, because the GM was
susceptible to fungal contamination. In this bioassay were compared QC and Q, in
which coated fruits with Q had higher antimicrobial activity, lower physiological loss

of weight, increased strength and greater sensory acceptance than that coated fruits with

QC.




3. INTRODUCCION

Los productos hortofruticolas son alimentos basicos en la dieta humana, sin embargo
se estima que existe pérdida en cantidad y calidad entre la cosecha y el consumo, siendo
entre 5 - 25% para paises desarrollados y de 20 - 50% en paises de economia emergente
(FAO, 2012).

México que es un pais rico en vegetacion por lo tanto también en productos
hortofruticolas; sin embargo muchos son altamente perecederos, tal es el caso de la
pitaya (Stenocereus pruinosus) y el xoconostle dulce (Stenocereus stellatus), ya que
estos aunado a su morfologia y estructura, pierden facilmente sus parametros de calidad
y son susceptibles de contaminacién microbiana en un tiempo muy corto (Liou et al.,
2001; Valencia et al., 2004). Después de la cosecha en general, el acomodo de los frutos
es en cajas de madera por lo que sus espinas perforan el epicarpio de los frutos
contiguos, provocando asi la exposicion de sus azUcares y haciéndolos susceptibles a
contaminaciones, lo que trae como consecuencia que los frutos tengan una vida

poscosecha de 3 a 5 dias a temperatura ambiente (Armella, 2003; Gervacio, 2005).

Por lo que su distribucion comercial es a nivel local, en la actualidad no existen
propuestas para la conservacion de estos frutos a escala comercial, debido a que ademas
de su alta perecidad, son frutos estacionales, la pitaya tiene una época de produccion de

abril a junio, mientras que el xoconostle dulce lo tiene septiembre a octubre.

A ambos frutos se les ha atribuido usos medicinales tipicos de las cactaceas, ya que
mejoran el funcionamiento del sistema digestivo, reducen las posibilidades de cancer y
ataques al corazon, ademas las pitayas son consideradas como alimentos neutracéuticos

debido a que poseen actividad antioxidante (Garcia et al., 2013).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue proponer una alternativa para
prolongar la vida poscosecha de estos frutos mediante la aplicacion de recubrimientos

biopoliméricos con actividad antimicrobiana.

La siguiente investigacion esboza sobre la informacién actual de recubrimientos para

prolongar la vida poscosecha de frutos, asi como las caracteristicas de la pitaya y




xoconostle dulce, en base a ello se propusieron recubrimientos biopoliméricos, por lo
que se emplearon quitosano, hidroxipropilmetilcelulosa y goma de mezquite nativos o
como matrices que permitieron entrampar aceite de neem en emulsiones O/W. Debido
a la época de produccion de ambos frutos, se aleatorizaron los experimentos de
caracterizacion de emulsiones y aplicacion a los frutos, descartando tratamientos en
base a los resultados obtenidos en cada fase in vivo y se reformularon los tratamientos
que permitieron evaluar el efecto antimicrobiano y la capacidad de barrera frente a
factores ambientales con el objeto de determinar si los recubrimientos fueron o no

capaces de conservar las caracteristicas de calidad de los frutos.




4. MARCO TEORICO

Los alimentos perecederos son aquellos que inician su descomposicion de manera
répida y sencilla. Este deterioro estd determinado por factores como la temperatura,
la presion o lahumedad. Las frutas y verduras son en general los alimentos mas
perecederos, sin embargo su consumo en fresco segun la OMS y la FAO en 2012 es
benéfico, ya que los seres humanos debemos tener ingesta de un minimo de 400 g
diarios de frutas y verduras para prevenir enfermedades crénicas como las cardiopatias,
el cancer, la diabetes o la obesidad, asi como para prevenir y mitigar varias carencias de
micronutrientes, sobre todo en los paises menos desarrollados. En México, la
produccion hortofruticola es una industria competitiva a nivel mundial, debido en parte
a la amplia diversidad de climas, sin embargo, existe insuficiencia de abasto de
productos para la poblacion de nuestro pais (Siller, 1999), debido principalmente a
problemas como la pérdida de agua y la contaminacion por fitopatdgenos, que influyen

directamente sobre la calidad poscosecha de los mismos.

Los frutos se pueden clasificar en dos grandes grupos segun su patron de actividad

respiratoria, en climatéricos y no climatéricos.

4.1 FRUTOS CLIMATERICOS

Los frutos climatéricos exhiben un gran incremento en la tasa respiratoria en la parte
final de la maduracién, este periodo es llamado climaterio respiratorio. Durante las fases
finales del crecimiento celular del fruto, la respiracion de los frutos disminuye a valores
muy bajos; sin embargo es seguido por un incremento de cuatro a cinco veces en la tasa
con la llegada de la maduracion de consumo, denominado pico respiratorio o pico
climatérico y posteriormente la respiracion disminuye en el periodo post climatérico o
de senescencia (Kays, 1991). También se caracterizan porque la sintesis de etileno se
incrementa en respuesta a la exposicion de bajos niveles de esta hormona (proceso
denominado produccién autocatalitica de etileno) (Martinez, 2009; Jordan y Casaretto,
2006).



http://definicion.de/descomposicion/
http://definicion.de/temperatura/

4.2 FRUTOS NO CLIMATERICOS

Los frutos no climatéricos mantienen una tasa respiratoria relativamente baja, pero
constante durante la maduraciéon de consumo (Kays, 1991), evitando la presencia del
climaterio respiratorio. Dentro de estos frutos, se encuentran la mayoria de los frutos de
la familia Cactaceae como la pitaya y el xoconostle dulce, algunos de los cuales son

considerados como frutos exéticos.

4.2.1 Familia Cactaceae

Las cactaceas son una familia vegetal originaria del continente americano, que
cuenta con 110 géneros y 1500 especies aproximadamente. De esta cantidad,
aproximadamente 52 géneros y 850 especies se encuentran en nuestro pais, lo que
coloca a México como el pais con mayor variedad y riqueza de cactaceas a nivel
mundial. Mas aln, en México se presenta un elevado grado de endemismo, con 18
géneros (35%) y 715 especies (85%) exclusivas de nuestro pais. Las cactaceas son
faner6gamas y dicotileddneas, es decir, producen flores, frutos y semillas, presentan
flores bisexuadas (en algunos casos unisexuadas), y la mayoria de ellas requieren de
fecundacidon cruzada para producir semillas aunque algunas especies son auto-fertiles,
tal vez la caracteristica predominante es que resisten condiciones de sequia (Mayen,
2012).

En México la familia Cactaceae se distribuye en casi toda la Republica Mexicana,
desde la Peninsula de Baja California, en la vertiente del Pacifico desde Sonora hasta
Chiapas y en la vertiente del Golfo de México, desde Veracruz hasta Tamaulipas,
siendo més abundante al sur y sureste del Eje Volcanico Transversal (Ramirez, 2007).
Algunas de las cactaceas de este familia, son las que pertenecen al género Stenocereus,

en este estudio son Stenocereus pruinosus y Stenocereus stellatus.

4.2.2 Stenocereus pruinosus (Pitaya)

Stenocereus pruinosus es una cactacea cuyo fruto es comdnmente conocido como

pitaya, es nativo de México, y ultimamente ha ganado popularidad en nuestro pais y en




algunos paises de Asia. Tiene una época de produccién en los meses de abril a junio,

con un pico de produccién en el mes de mayo.

A Stenocereus pruinosus se le ha atribuido usos medicinales. Fracciones licuadas de
tallos son utilizadas para el tratamiento de afecciones de los rifiones, la eliminacién de
amibas, para calmar el dolor de cabeza y el cansancio de los pies, lavarse el cabello y
eliminar la caspa; también se aplica como desinfectante y para el tratamiento de llagas,
tumores de la piel y para disminuir los niveles de glucosa en sangre segun los
pobladores de Ocotlan, Jalisco. Con las flores se preparan infusiones que sirven como
tonico cardiaco. Con respecto al fruto (pitaya), el consumo en ayunas de la pulpa es
eficaz para el tratamiento de la gastritis y también contribuye al buen funcionamiento
del sistema digestivo, pues evita los colicos y dolor abdominal; también se ha
incorporado a un nuevo sistema de tratamiento naturista basado en frutas, para tratar
diversas enfermedades y problemas de belleza, al que se denomina frutoterapia (Reyes,
1995). También cuentan con una gran cantidad de pigmentos rojos del grupo de la
betalainas y betaxantinas, que tienen propiedades antioxidantes y que disminuyen las
probabilidades de formacién de cancer y ataques del corazén (Ramirez, 2007; Pelayo,
2010).

La pitaya es un importante recurso genético vegetal, con amplia distribucion y
variacion; también son un nuevo cultivo con gran potencial para el desarrollo agricola y
econdémico de amplias areas de México, América Central y América del Sur (Benzing,
1990; Britton y Rose, 1963; Haber, 1983; Rodriguez, 1999). La importancia y el
potencial de la pitaya radican en su gran variabilidad genética, su adaptabilidad a
condiciones ambientales diversas, sus mdltiples usos, sus posibilidades de
industrializacion, productividad, rentabilidad y demanda en los mercados regionales e

internacionales.

Rosales et al. (2008), clasifican 15 variantes de frutos evaluadas mediante 41 atributos
de tallo, flor y fruto. EI primer grupo se integra por las variantes productoras de frutos de
mayor tamafio y peso (Negra, Agriay Cantaro), sus flores y ovarios también presentan las
dimensiones mayores, lo cual puede sugerir una determinacion genética; aunque sus
tallos presentan menor nimero y mayor altura de costillas. El segundo grupo incluye al

cultivar Copal, que se caracteriza por su elevado numero y longitud de espinas en el tallo




y frutos con alto contenido de semillas no muy grandes, ademas por su fructificacion
temprana y rapido crecimiento vegetativo. El tercer grupo se integra por las variantes
pequefias, no muy populares (Borrega, Hormiga, Masuda, de Monte I, Amarilla-canario) y
considerados de menor calidad. El cuarto grupo esta integrado por la variante Sefiora, cuyas
principales caracteristica son sus pocas y cortas espinas del tallo y fruto. El quinto grupo
esta conformado por las variantes que presentan pesos y tamarios intermedios (Amarilla,
Acateca, Chico, Roja-largucha y de monte), asi como un nimero bajo de areolas en el
fruto.

Yafiez et al. (2009), clasifican a las pitayas en siete variedades de acuerdo a los

colores de su mesocarpio (pulpa), y al color de su epicarpio (piel).

Variedad Colorde | Color de Fotografia

mesocarpio | epicarpio

Amarillaly 1l Amarillo

Melon Anaranjado | Verde
Sandia Rosa Verde
Solferino Rojo oscuro | Rojo
Olla Purpura Rojo
Roja lisa Rojo Rojo

Fig. 4. 1 Variedades de Pitaya de acuerdo a los colores de mesocarpio y epicarpio (Yafiez et al., 2009).
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4.2.2.1 Pitaya en México

La pitaya en México crece en forma silvestre en 20 estados de la Republica, aunque
solo se cultiva con fines comerciales en varias regiones de Tabasco, Yucatan,
Campeche, Oaxaca, Veracruz, Puebla, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit y Baja
California (SAGARPA, 2001) para el 2010, Stenocereus tuvo una produccion en
Meéxico de 3,428 ton (SINAREFI, 2012).

4.2.2.2 Pitaya en el Mundo

Las pitayas del género Stenocereus, se puede decir que sélo en México se explotan,
ya sea como recoleccion de las areas naturales, como cultivo de huertas de traspatio o
huertas comerciales. Recientemente en Israel, buscando materiales vegetales han estado
investigando especies de este género con el propdsito de explotarlas comercialmente.
Por esto, se puede considerar que hasta el momento, México no cuenta con paises
competidores en el mercado de las pitayas. Sin embargo, existe un tipo de pitaya sin
espinas, llamada pitahaya o fruta dragdn (Hylocereus spp.), que podria ser competitivo
con los frutos de Stenocereus (Haber, 1983; SAGARPA, 2001).

4.3 Stenocereus stellatus (Xoconostle dulce)

Stenocereus stellatus es una cactacea columnar mejor conocida como Xoconostle
dulce o tunillo, nativa de las zonas aridas y semi-aridas del centro de Meéxico,
principalmente en los estados de Puebla, Oaxaca, Guerrero y Morelos. Tiene una época

de produccion en los meses de septiembre a octubre.

Estudios etnobotanicos previos entre los Nahuas y Popolocas del Valle de Tehuacan
(Casas y Valiente, 1995) y entre los Nahuas y Mixtecos de la region de la Montafia de
Guerrero (Casas et. al., 1994), permitieron observar que esta cactacea es utilizada como
planta comestible, principalmente por sus frutos. Estos frutos son recolectados en
poblaciones silvestres y cosechados en plantaciones, tanto para el autoconsumo como
para su comercializacion en los mercados regionales. Los frutos presentan una pulpa

dulce y jugosa y tienen gran demanda como fruta fresca (Casas y Caballero, 1996), sin
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embargo, estas frutas son poco conocidas debido a que enfrentan problemas de
estabilidad y una corta vida de anaquel. En este rubro no existen estudios sobre la

prolongacion de su vida poscosecha.

4.4 PROBLEMAS ASOCIADOS EN LA VIDA POSCOSECHA DE LAPITAYA
Y XOCONOSTLE DULCE

Entre los problemas asociados a la senescencia de ambos frutos son la pérdida de
agua (que conlleva a la pérdida de peso), cambios de color del epicarpio, la
contaminacion con fitopatdgenos y deterioro en la percepcién sensorial de los frutos.

4.4.1 Pérdida fisiologica de peso

Al mismo tiempo que ocurre la respiracion, los frutos cosechados pierden agua
hacia la atmosfera, tal como lo hacia antes de la cosecha, por un proceso conocido como
transpiracion. La atmdsfera interna de frutas estd saturada con vapor de agua, pero a la
misma temperatura el aire del medio circundante esta menos saturado, por lo que existe
un gradiente a lo largo del cual el vapor de agua se mueve desde el fruto al medio que lo
rodea. La pérdida de agua causa una disminucion significativa del peso y a medida que
avanza, disminuye la apariencia y elasticidad del producto perdiendo su turgencia, es
decir, se vuelve blando y marchito, por lo que esto es un factor determinante en la vida
de poscosecha del producto. (FAO, 2012).

4.4.1 Cambio de color

El color es uno de los pardmetros mas importantes para determinar la calidad de los
frutos, ya que con ello podemos considerar cambios globales de color en su vida
poscosecha. EIl color es una funciéon de la luz que radia al producto, la reflexion
diferencial de ciertas longitudes de onda y la percepcién visual de aquéllas longitudes
de onda. EIl color percibido se debe a la absorcion de ciertas longitudes de onda y la
reflexion de otras en la region visible del espectro electromagnético (380-760nm)

(Bosquez, 1992). El color depende de la aptitud para distinguir cambios de luz
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(eficiencia), del observador y de las caracteristicas de la iluminacién y reflectancia

espectral de la sustancia problema (Lees, 1980).

La CIE (Commission Internationale de I'Eclairage’, que en Inglés es la ‘Comisién
Internacional de la lluminacidn™) es una organizacion cientifica encargada de la ciencia
y el arte de la iluminacion, por lo tanto toda la gama cromatica la clasifica espacios de
color, los mas usados son CIE L*a*b* y CIE L* C* h (Boscarol, 2007).

4.4.1.1 Espacio de color CIE L*a*b*

Este espacio de color distingue tres parametros el primero es el brillo (L*) que es la
medida de la luminosidad; es decir, indica la claridad/oscuridad de cada color o matiz.
Este valor se logra mezclando cada color con blanco o negro y la escala varia de 0
(negro puro) a 100 (blanco puro) (Boscarol, 2007).

El segundo es a* es la gama de color de verde (-a) a rojo (+a). Mientras, que el
tercero es b y es la gama de color de azul (-b) a amarillo (+b) (Boscarol, 2007) (Fig.
4.2b).

4.4.1.2 Espacio de color L* C* h

Este espacio de color, también distingue tres parametros el primero es el brillo o
luminosidad (L*) al igual que el CIE L*a*b* pero hace una relacién de las gamas a* y
b* conocidas como h (a4ngulo de hue) y C* (Croma), dicha relacion se observa

matematicamente como lo muestra la Fig. 4.2a.
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Blanco

a)
C= (a2+bh?)1/2
h= arctan (b/a) Nog

Fig. 4. 2 Relacion de CIE L*a*b* con L* C* h (Boscarol, 2007)

Por lo que el matiz o angulo de hue (h) es el color que relaciona la longitud de onda
de la radiacion que produce la estimulacion optica. Por lo que h es el angulo del tono, y
se expresa en grados que van de 0° (inclusive) a 360° (excluido). La saturacion,
intensidad o croma (C*) es la pureza del color respecto al gris o bien puede considerarse

como el grado de dilucién con el blanco (Fig. 4.2b) (Boscarol, 2007).

4.4.2 Contaminacion por fitopatégenos

La pitaya y el xoconostle dulce tienen un manejo complicado, principalmente es
debido a que las espinas de estos frutos pueden perforar la piel de los frutos vecinos
(YYafiez, 2009), facilitando el ataque de hongos como Colletotrichum gloeosporioides,
Helminthosporiun, Fusarium, penicillium, Botrytis cinerea. y Botryosphaeria dothidea
Moug (Chi, 1998; Liou et al., 2001; Valencia et al., 2004). Con ello se reduce la

posibilidad de comercializacion tanto nacional como internacional.

El deterioro de poscosecha producido por hongos en los frutos frescos causa dafios
fisicos y aumenta la perdida de agua. La contaminacion por hongos puede provenir de
cortes en la superficie o puntos de abscision naturales o por la penetracion de patdgenos
al producto. Durante el almacenamiento, los frutos envejecen y los tejidos se debilitan

por una degradacion gradual de la estructura e integridad celular. Los frutos en este
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estado son menos capaces de soportar la invasion, produciendose la infeccion por

organismos patogenos, es decir, la infeccion esta latente (FAO, 2012).

4.5 TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA PROLONGAR VIDA
POSCOSECHA

En la actualidad no existen alternativas para prolongar la vida poscosecha de ambos
frutos, por lo que basados en la similitud de estos frutos con otros de la misma familia
Cactacea como la tuna o la pitahaya se ha propuesto mantenerlos a temperaturas de
refrigeracion en un rango entre 5y 12°C lo que prolonga su vida poscosecha (Pinedo et
al., 2010; Magaria et al., 2004).

4.6 ALTERNATIVAS

El desarrollo de recubrimientos comestibles aplicados a productos
hortofruticulas frescos ha generado recientes avances respecto al efecto sinérgico de los

componentes sobre la vida de anaquel de dichos alimentos (Quintero et al., 2010).

Un recubrimiento comestible se define como una matriz continua, ultradelgada,
que se encuentra alrededor del alimento generalmente mediante la inmersion del mismo
en una solucion formadora del recubrimiento (Quintero et al., 2010). Estos poseen
propiedades mecanicas, generan efecto barrera frente al transporte de gases y, pueden
adquirir diversas propiedades funcionales dependiendo de las caracteristicas de las
sustancias encapsuladas y formadoras de dichas matrices (Vasconez et al., 2009).

Los recubrimientos pueden estar conformados por un polisacarido, un
compuesto de naturaleza proteica, lipidica o por una mezcla de los mismos (Krochta et
al., 1994). Tal es el caso del aceite de neem y el quitosano, este Gltimo es un derivado
de la quitina, y que ha sido ampliamente usado como recubrimiento en alimentos debido
a su efecto antimicrobiano, mientras que el aceite es usado ampliamente como
biopesticida, sin embargo este es de dificil aplicacion, aunado a que genera
contaminaciones en campo debido a la complicada remocion del suelo; por otra parte, a
temperaturas menores de 12°C tiende a solidificarse y mayores de 30°C tiende a

oxidarse, por lo que esta investigacion propone el entrampamiento de aceite de neem en
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una matriz biopolimérica (fase dispersa) en una emulsion que mejorara su aplicacion y

en frutos prolongara su vida poscosecha y sera mas amigable con el medio ambiente.

4.7 MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion se define como un proceso en el cual se realiza un
recubrimiento de pequefias particulas de un compuesto determinado, 0 su incrustacion
en una matriz ya sea homogénea o heterogénea (Chi et al. 2012). Este tipo de sistemas
presenta la ventaja de permitir que el compuesto microencapsulado sea liberado por
diversos mecanismos como la friccidn, la presion, cambios de temperatura, pH, u otras
condiciones que propicien su liberacion a través de la capa de biopolimero. La
microcépsula puede constar de un nicleo rodeado por una pared, de espesor uniforme o
no uniforme, que puede estar formado por uno o méas polimeros como material de
recubrimientos (Chi et al. 2012), la obtencidn de un cierto tipo de estructura u otra
dependera de las propiedades fisicoquimicas del principio activo y del material de

recubrimiento, asi como de la base del proceso tecnoldgico empleado.

4.7.1 Objetivo de la microencapsulacion

Existen compuestos en la naturaleza que son altamente inestables, es decir que sufren
degradaciones por efecto de diferentes condiciones ambientales como la humedad
relativa, pH y temperatura (Han et al., 2008). Razén por lo que en la industria
alimentaria se han encapsulado compuestos como aminoacidos, vitaminas, minerales,
antioxidantes, enzimas, edulcorantes, colorantes, microorganismos probioticos y
algunos aceites principalmente los aceites esenciales (Deladino et al., 2008). En este
ultimo rubro este trabajo propone la microencapsulacion de aceite de neem ya que es un

material sensible y bioactivo.

4.8 ACEITE DE NEEM

El arbol de Neem (Azadirachta indica) es originario de la India es uno de maés
estudiados en el mundo (Bolivar, et al., 2009), debido a su enorme potencial como
fuente de plaguicidas, insecticidas y agroquimicos organicos (Brahmachari, 2004). El

aceite de sus semillas se usa como fungicida e insecticida (Girish y Shankara, 2008), su
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uso médico ha sido recientemente recomendado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS 2007) ya que es antihepatotdxico, antiinflamatorio, antipatdgeno,
antifungico,  inmunomodulador, antidiabético, anticancerigeno, antiulcerogénico,

diurético y sedante (Pijoan, 2004)

El aceite de neem actia como un pesticida eficaz debido a la presencia de
azadiractina (Fig. 4.3), un limonoide tetranortriterpenoide asociado como principio
activo, y con aplicaciones en la medicina, productos para la salud y biopesticidas (Liu et
al., 2005). La azadiractina tiene baja toxicidad ya que es especifico para ciertos tipos de
organismos, es de baja persistencia en el medio ambiente (Schaaf et al. 2000), las cuales

son caracteristicas deseables para un biocida.

CHg

S‘/EHz
c

0=C O2CH3 HaC

CH

-
.1'-':'

Fig. 4. 3 Estructura de Azaridactina (Schaaf et al. 2000).

El aceite de neem es estable a temperaturas de 12 a 30°C, ya que a temperaturas
menores el aceite tiende a solidificar y a temperaturas mayores los acidos grasos que
contiene el aceite comienzan a oxidarse (GIM. 2013). Por lo que es importante el
encapsulado del aceite ya que con esto garantizar mayor estabilidad por efecto de

temperatura.

4.9 MICROENCAPSULADOS EN EMULSIONES

Los microencapsulados en fases liquidas son conocidos como emulsiones, este
sistema no es mas que el entrampamiento (formacion de pequefias gotitas) de la fase

dispersa en una fase continua.
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4.10 EMULSION

Se define una emulsion como un sistema disperso termodindmicante inestable que
contiene dos fases liquidas inmiscibles (una fase oleosa y una acuosa), una de las cuales
esta dispersa en la otra en forma de pequefias gotitas, y cuya estructura es estabilizada
por un agente tensoactivo llamado emulsionante y/o agentes estabilizantes, que hace a

las emulsiones cinéticamente estables (McClements, 2004).

Una emulsion estd constituida por tres regiones, las cuales presentan propiedades
fisicoquimicas diferentes: la fase dispersa, la fase continua y la interfase (Ruiz, 2004).
La fase dispersa la constituyen las particulas de una sustancia que por la fuerza de
difusion se introducen en el seno de la otra, que es la fase continua y en la interfase se

encuentra el emulsionante que da estabilidad cinética al sistema.

4.10.1 Clasificacion de las emulsiones

Las emulsiones se clasifican de acuerdo a la distribucion de las fases acuosa y
oleosa; si la fase dispersa es la acuosa el sistema es conocido como emulsion agua-en-
aceite (W/O), si el sistema consiste en la dispersion de gotas de aceite en una fase
acuosa se conoce como emulsion aceite-en-agua (O/W) (Ruiz, 2004). Otra clasificacién
son las emulsiones multiples, es decir sistemas del tipo aceite-en-agua-en-aceite
(O/W/0O) o agua-en-aceite-en-agua (W/O/W).

4.10.2 Liberacion controlada

La estructura de las emulsiones permite la posibilidad de encapsular sustancias de
diferente naturaleza en la fase interna protegiéndolas de agentes externos y a su vez
pudiendo controlar su liberacion mediante estimulos (temperatura, pH, dilucion o cizalla
entre otros). Es por este motivo que su estudio en campos como el farmacéutico y
cosmético entre otros es de gran interés como el alimenticio, pudiéndose formular un
sistema de encapsulacion con una liberacion controlada en el tiempo y localizada
(Villanova, 2009).
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411 ESTABILIDAD DE EMULSIONES

Como se menciono en la seccidn anterior, debido a que las emulsiones son sistemas

termodinamicamente inestables (Aranberri et al., 2006). Existen diversos mecanismos

fisicoquimicos causantes de la inestabilidad de las emulsiones (Fig. 4.4):

La sedimentacion y el cremado son dos formas de separacion gravitacional.
El cremado describe la migracion de las gotas hacia la parte superior del
sistema debido a la diferencia de densidades en las fases. En la sedimentacion
ocurre un proceso inverso.

La floculacion y coalescencia son dos tipos de agregacion de las gotas. La
inestabilidad por floculaciéon ocurre cuando dos o méas gotas se agregan,
debido a las colisiones provocadas por el movimiento Browniano,
conservando su individualidad. Mientras que en la coalescencia, la colision
de dos o mas gotas forma una sola de mayor tamafio que a su vez sigue
coalesciendo hasta alcanzar un nivel mas bajo de energia llevando a la
separacion de las dos fases.

Inversién de fases es el proceso mediante el cual una emulsién agua-en-aceite
(W/O) se convierte en una emulsion aceite-en-agua (O/W), o viceversa. Este
fendmeno ocurre cuando la fraccién masica de la fase dispersa es mayor a
0.5, ya que al ser mayor que las contiene tiene a convertirse en la fase
continua por lo que ocurre esta inversion de fases.

Mduracion de Ostwald es el fendémeno por el que se produce la disolucién de
gotas pequefias del medio disperso en el seno de la fase continua; a
continuacion se desarrolla la difusion de sus componentes a través de la fase
continua; estos componentes alcanzan la superficie de gotas grandes que

penetran y se unen a dichas gotas perdiendo su identidad.
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Fig. 4. 4 Procesos de desestabilizacion de emulsiones (McClements, 2004).

La estabilidad estd sometida a varias cuestiones, como el tamafio de gota, la
polidispersidad del sistema y el balance entre las fuerzas de atraccién y repulsion a las
que estan sometidas las gotas, conocido como potencial zeta. EI movimiento Browniano
produce colision entre las particulas y si las fuerzas de atraccidon electrostaticas
predominan, las gotas se aglomeran después de la colision y favorecen la ruptura de la
emulsion. En caso contrario, si las fuerzas de repulsion predominan las gotas
permanecen separadas después de la colision y favorecen la estabilidad. Las fuerzas de
atraccion son las de Van der Waals, en tanto que las fuerzas de repulsidn provienen de
la interaccién entre las dobles capas eléctricas que rodean a las gotas (Hunter, 2001).
Esta doble capa eléctrica se forma en la interfase de la gota, como consecuencia de la
existencia de cargas eléctricas sobre ella. Estas pueden provenir de la propia disociacion
ionica de grupos superficiales, lo que puede ocurrir por adsorcién de iones desde el

medio dispersante.




Esta doble capa puede modificarse introduciendo en la dispersion un electrolito,
emulsionantes o materiales estabilizantes, donde sus iones se adsorben modificando la
doble capa (Pérez, 2009).

4.11.1 Distribucion y tamafio de la gota

La distribucion del tamafio de gota se determina a través de un parametro
denominado span, que nos dice que tan monodisperso (gotas del mismo tamafo) o
polidisperso (gotas de diferente tamafio) es un sistema (Fig. 4.5). El span relaciona los
didmetros en donde se encuentran el 10 y 90% de los tamafios de las gotas, por lo que
cuando el span es uno, se habla de una emulsién monodispersa y por lo tanto esta tendra

mayor estabilidad que una emulsion polidispersa (McClements, 2004).

Emulsion Emulsidn
IMonodispersa Polidispersa

Fig. 4. 5 Tipos de distribucion de gota en una emulsién (McClements, 2004).

4.11.2 Potencial Zeta

El potencial zeta es la potencia electrostatica que existe entre la separacion de las
capas que rodean a la particula (Sandoval et al., 2011), por lo que indica el potencial
que se requiere para penetrar la capa de iones circundante en la gota para
desestabilizarla. Se usa el modelo de la doble capa para visualizar la atmosfera idnica en
la proximidad del coloide cargado y para explicar como acttan las fuerzas eléctricas de
repulsion. Inicialmente, la atraccién del coloide negativo hace que algunos iones
positivos formen una capa adyacente alrededor de la superficie del coloide, esta capa es
conocida como la capa de Stern (Stern, 1924).
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Otros iones positivos adicionales son todavia atraidos por la gota negativa, pero estos
son ahora rechazados por la capa de Stern, asi como por otros iones positivos que
intentan acercarse al coloide. Este equilibrio dindmico lleva a la formacion de una capa

difusa de contra-iones (Pérez, 2009).

La capa difusa puede ser visualizada como una atmosfera cargada rodeando al
coloide (Fig. 4.6). Los contra-iones de la capa de Stern y de la capa difusa reciben el
nombre de la doble capa. El espesor de esta doble capa depende del tipo y concentracion

de los iones de la solucion (Pérez, 2009).

La carga negativa de la gota y su atmosfera cargada positivamente producen un
potencial eléctrico relativo a la solucién (Fig. 4.6). Este tiene un valor maximo en la
superficie y disminuye gradualmente con la distancia. Un punto de interés es donde se
unen la capa de Stern y la capa difusa, este potencial es conocido como el Potencial
Zeta (Pérez, 2009).

———— Potencial superficial
capa difusa \

—
capa de stern 3 Capa de Stern

r— Potencial Zeta

\
N
\,
.\\l

coloide
negativo

Potencial

_.._. Capa difusa

Distancia de coloide

Fig. 4. 6 La doble capa y potencial zeta (Pérez, 2009).
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4.12 BIOPOLIMEROS COMO EMULSIONANTES

Los emulsionantes mas utilizados en la industria alimentaria pueden variar
ampliamente en su capacidad para formar y estabilizar emulsiones en funcion de sus
caracteristicas moleculares y fisicoquimicas. Dentro de ellos se encuentran los

tensoactivos de molécula pequefia y polimeros anfifilicos (McClements, 2004).

Los tensoactivos también llamados surfactantes o agentes de superficie activa, son
especies quimicas con una naturaleza o estructura polar - no polar, con tendencia a
localizarse en la interfase, formando una capa monomolecular adsorbida en la misma
interfase (McClements, 2004).

Las ventajas de materiales poliméricos incluyen buena estabilidad fisica, quimica y
biolégica, ademéas de que los procedimientos de preparacion son sencillos vy
reproducibles, asi como aplicabilidad en una amplia gama de productos quimicos.
(Sinha et al., 2004; Sopefia et al., 2009).

Para que un biopolimero sea un buen emulsionante debe ser superficialmente activo;
es decir, debe tener un caracter anfifilico que permita que las moléculas se adhieran y
distribuyan en la interfase aceite-agua, protegiendo a las gotas recién formadas contra su
coalescencia debido a su capacidad para disminuir la tensién interfacial. Generalmente
los agentes emulsionantes son compuestos de bajo peso molecular y con buena

solubilidad en la fase continua (Loeza, 2007).

La mayoria de los polisacaridos poseen baja actividad superficial o en ocasiones
carecen de ella pero se emplean ampliamente como agentes espesantes, con capacidad
de retencién de agua y estabilizantes (Loeza, 2007). Cuando no existe evidencia de
grupos hidrofébicos, la funcion estabilizadora se debe a que modifican las propiedades
reoldgicas de la fase continua de un sistema disperso., cuyo mecanismo de

estabilizacion se debe a efectos de viscosidad y esteréricos.
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4.12.1 Quitina

La quitina es uno de los biopolimeros mas abundantes después de la celulosa, que se
encuentra en los exoesqueletos, las membranas peritroficas, y los capullos de insectos y
crustaceos. En las paredes fungicas, la quitina varia en la cristalinidad, el grado de unién
covalente a otros componentes de la pared, y el grado de acetilacion (Muzzarelli, 1985;
Muzzarelli et al., 1986). En los crustaceos, la sintesis y secrecion de quitina se realiza
directamente en el aparato de Golgi (Horst y Walker., 1993). Todos los organismos
capaces de sintetizar quitina (Fig. 4.7) siguen un camino en comun que termina con la
polimerizacion de N-acetilglucosamina a partir del precursor activado UDP-GIcNAc. La
regulacién, la bioquimica y genética de las sintesis de quitina son bien conocidas
(Kumar et al., 2004).

Fig. 4. 7 Estructura de la quitina (Marmol et al., 2011).

4.12.2 Quitosano

El producto de la N-desacetilacion de la quitina es el quitosano es un
heteropolisacarido lineal (Fig. 4.8), que ha recibido gran debido a sus propiedades
antifungica, antibacteriana,  antitumoral, antialérgico, estimulante del sistema
inmunitario, anti-hipertensivo y para bajar niveles de colesterol, ademas de ser de origen
natural, reproduciblemente biologico, biocompatible y biodegradable (EI Ghaouth et al.,
1991; Wang, 1992; Darmadji e Izumimoto, 1994; Jongrittiporn et al., 2001; Plascencia-
Jatomea et al ., 2003).
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CH20H
Fig. 4. 8 Estructura de quitosano (Marmol et al., 2011).

Esta actividad depende de factores intrinsecos como el tipo de quitosano, el peso
molecular, el hospedero, la composicion nutritiva y quimica del sustrato, pH del medio
de cultivo y las condiciones ambientales. La actividad antimicrobiana del quitosano es
mas alta a pH menores de 6.0 debido a la protonacion de la mayoria de sus grupos
aminos (Rabea et al., 2003).

El mecanismo exacto de la accion antimicrobiana del quitosano adn no esta
totalmente definido, sin embargo se ha atribuido una relacién directa con su peso
molecular (Hirano y Nagano, 1995; Bautista et al., 2004) y a su caracter cationico.
Debido principalmente a la interaccion de los grupos amino libres, cargados
positivamente en medio acido, con los residuos negativos de las macromoléculas
expuestas en la pared de los microorganismos, provocando cambios en la permeabilidad
de la membrana plasmatica, y alterando las funciones celulares; ademas se ha
relacionado con la inhibicién de sus principales funciones (Benhamou, 1992; Larez,
2008).

Cabe mencionar que esta actividad fungicida se ha estudiado, tanto in vitro (El
Ghaouth et al., 1992) como in vivo (Wei et al., 2008) y se ha encontrado que su
efectividad depende de la presencia de este biopolimero en las paredes celulares de los
hongos (Roller y Covill, 1999).

Debido a estas propiedades funcionales, el quitosano ha encontrado una amplia gama
de aplicaciones que van desde la rama farmacéutica, alimentaria, tratamiento de agua
residual como floculante para la remocion de particulas coloidales solidas y aceites, asi

como en la agricultura para el control de enfermedades y plagas en plantas (Cho et al.,
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2006; Hwang y Shin, 2000; Boonsongrit et al., 2007; Marmol et al., 2011). Siendo la
primera, el &rea en la que se ha empleado ampliamente ya sea como recubrimiento para
la liberacion controlada de farmacos administrados via oral, ocular, nasal y Otica
(Goycoolea et al. 2007), o bien como nano o microencapsulados en los que el quitosano

se emplea como matriz polimérica (Kumar et al., 2004 y 2007).

Recientemente se ha propuesto la microencapsulacion en quitosano de algunos
compuestos que acttan como plaguicidas de microorganismos fitopatégenos, como los
hongos, ya que el quitosano actia como estabilizante de emulsiones mediante el
aumento de la viscosidad de la fase continua disminuyendo el movimiento de las gotas
de la emulsion (Rodriguez et al., 1999). En este sentido, en 2010 Pérez et al. reportaron
la liberacion controlada de brasinoesteroides con actividad agroquimica en microesferas
de quitosano y en 2011, Ling et al., utilizaron microesferas de quitosano para la

liberacion controlada de agroquimicos como las auxinas.

En la actualidad, el quitosano ha comenzado a aplicarse en el area de poscosecha, ya
que se ha demostrado que permite prolongar la vida de anaquel de frutas que son
susceptibles a la pérdida de su calidad en un corto tiempo. Ya que el recubrimiento con
quitosano actla como barrera entre el fruto y el ambiente, evitando asi la evaporacion
de agua y alteraciones en el color del epicarpio (Martinez, 2009); en este sentido el
quitosano ha logrado un amplio uso porque la permeabilidad al vapor de agua de los
recubrimientos a base de este biopolimero pueden ser controlada mediante una
modificacion quimica con un agente de entrecruzamiento, este proceso es conocido
como fincionalizacion del quitosano y se realiza a través de soluciones de
glutaraldehido y compuestos diepdxidos, sin embargo estos son altamente citotdxicos
(Fwu-Long et al, 2006).

4.12.2 Funcionalizacion de quitosano

Dado la toxicidad de algunos de los agentes de entrecruzamiento, se ha propuesto la
funcionalizacion de quitosano con compuestos que brindan propiedades fisico-quimicas
y bioldgicas, amigables con el medio ambiente y el ser humano (Alonso, 2009; Alonso
et al. 2010).

Se han desarrollado recubrimientos bioactivos a base de celulosa o sus derivados y

quitosano, este ultimo como agente antimicrobiano. Alonso et al. (2010) propone la
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funcionalizacion de celulosa y quitosano esto para conferir la capacidad antimicrobiana
del quitosano logrando, asi una matriz polimérica biofuncional para el encapsulamiento
de aceites esenciales. Mientras que Nicio (2011) propone la funcionalizacion de
hidroxipropilmetilcelulosa (H) y quitosano, incorporando &cido citrico, este ultimo
posee afinidad natural por la H que le confiere propiedades contra la permeabilidad al

vapor de agua (Moller, 2004).

La asociacion de recubrimientos a base de quitosano con celulosas y sus derivados
conducen a la reduccion de costos de los materiales ya que la H no es un polimero

costoso como lo podria llegar a ser el quitosano (Moller, 2004).

3.12.3 Hidroxipropilmetilcelulosa (H)

La H (Fig. 4.9) es un polimero no idnico, derivado semisintético de la celulosa, que
se obtiene por la reaccion de la celulosa alquilica con una mezcla de cloruro de metilo y
oxido de propileno (Kumar y Banker, 1993). Es un éter de celulosa con grupos metilo e
hidroxipropilo, donde las proporciones de los grupos metoxilo (16.5 — 30%) y grupos
hidroxipropilo (4 -32%), determinan las caracteristicas propias de los diferentes tipos de
H (Séanchez et al., 2010). Es insoluble en disolventes como el cloroformo, etanol, éter,
agua caliente, acetona y tolueno, mientras que es dispersable en agua fria, mezclas

hidroalcohdlicas y diclorometano (Sanchez et al., 2010).

En alimentos, se emplea como agente gelificante y estabilizante (Moller, 2004).
También se emplea como agente estabilizador (espesante o potencializador de la
viscosidad) de suspensiones y emulsiones (Ansel et al., 2004). También se utiliza para
evitar la coalescencia y la formacion de sedimentos, ya que actla como protector de
coloides. Es importante sefialar, que por ser un polimero no idnico, sus dispersiones son
por lo general estables en un intervalo de pH entre 3 y 11 (Dow Chemical Company,
1988).
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Fig. 4. 9 Estructura de HMPC (Sanchez et al., 2010).

3.12.4 Goma de mezquite

La goma de mezquite es un biopolimero exudado en forma de lagrima de color
ambar producida por arboles de Prosopis spp., quimicamente es una sal neutra de un
polisacarido ramificado de naturaleza &cida formado por un nucleo de residuos de f—D—
galactosa, constituyendo un esqueleto de uniones (1-3) y ramificaciones (1-6)
conteniendo L-arabinosa (formas ciclicas de piranosa y furanosa), L-ramnosa, f—D—
glucuronato y 4—o—metil-f—-D—glucuronato como azlcares simples y cadenas laterales
de oligosacéaridos. La goma de mezquite obtenida de Prosopis laevigata contiene una
pequefia fraccion de proteina (2.7 £ 0.06%) ligada a la parte central de la estructura
primaria de carbohidratos, la cual es la responsable de sus propiedades como agente

estabilizante en sistemas dispersos (Roman-Guerrero et al., 2009).

La goma de mezquite ha sido reportada como agente emulsificante, como un
eficiente microencapsulante de aceites esenciales y de oleorresinas utilizadas como
colorantes naturales, entre otras aplicaciones (Bosquez y Vernon, 2005; Beristain y
Vernon, 1994; Vernon et. al., 2000; Beristain et. al., 2001). Se cree que los residuos
hidrofobos de los aminoacidos se adsorben en la interfase aceite-agua y que los bloques
de los carbohidratos hidrofilicos se extienden dentro de la solucion acuosa, previniendo
la floculacion y coalescencia de las gotas a través de fuerzas de repulsion estérica (Garti
y Reichman, 1993).
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5. JUSTIFICACION

La causa principal de pérdidas poscosecha de frutos, que es limitante de la
comercializacion de los mismos es la pérdida de la calidad de los frutos altamente
perecederos. Estos inician rapidamente su descomposicion, la cual se puede ver

acelerada por diversos factores como lo es temperatura, presion y humedad.

Mexico es el principal productor de frutos del género Stenocereus, como la pitaya y
el xoconostle dulce, por lo que existen grandes posibilidades de exportacion. Sin
embargo, solo tienen una distribucién comercial que abarca principalmente mercados
locales debido a lo perecedero de los frutos ya que solo soportan recorridos cortos. Una
practica comun es que después de la recolecta son acomodados en cajas Yy sus espinas
perforan a otros frutos lo que exponen sus azucares y esto lo hace mas propenso a
microorganismos fitopatdgenos acortando su vida poscosecha drasticamente. También
tienen la desventaja de ser frutos estacionales, disponibles solo unos meses al afio de

abril a junio para la pitaya y de agosto a octubre para el xoconostle dulce.

Hoy en dia se esta promoviendo el procesamiento de estos frutos de tal forma que
puedan ser aprovechados y disfrutados durante mas tiempo (Ramirez, 2007); sin
embargo este proceso no garantiza la aceptacién de los frutos por el mercado nacional e

internacional.

Por lo que el desarrollo y uso de productos bioactivos provenientes de fuentes
naturales, se ha convertido en uno de los principales retos del sector agroindustrial
moderno. En este sentido el quitosano representa una alternativa muy promisoria debido
a su caracter natural, significativa actividad bioldgica y facilidad de obtencion. Ya que
este se obtiene de desechos de camardn generados por la industria procesadora de
mariscos, donde son considerados como contaminantes del medio ambiente y se
convierten en una carga porque su eliminacion es problematica y costosa (Gildberg y
Stenberh, 2001). Otros biopolimeros ampliamente usados son la goma de mezquite la
cual se obtiene de los exudados de arboles del mismo nombre y la
hidroxipropimetilcelulosa, que es un derivado de la celulosa; ambos biopolimeros en
combinacion con el quitosano pueden conseguir recubrimientos con tamafio de poro

menor por lo que la pérdida de peso se disminuira. Por Gltimo el aceite de neem es otro
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producto bioactivo usado principalmente como pesticida bioldgico para cultivos
organicos (GIM, 2013).

El presente trabajo experimental plantea una nueva alternativa, la aplicacion de
recubrimientos a base de quitosano y de una matriz biopolimérica que permita
entrampar los compuestos bioactivos (aceite de neem). Con el fin de lograr una mayor
estabilidad en los frutos y que estos conserven la calidad poscosecha para poder
exportarlos ya que los dos son considerados frutos exoticos, por lo tanto esto se vera

reflejado en las utilidades para los productores agricolas en México.
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6. HIPOTESIS

Los biopolimeros como el Q, H y GM, son materiales estructurales utilizados como
recubrimientos, los cuales combinados con aceites (neem) permitirdn el disefio de
matrices biopoliméricas para obtener productos de liberacion controlada para prolongar

la vida poscosecha de frutos no climatéricos del género Stenocereus.

7. OBJETIVO GENERAL

Preparar y caracterizar matrices biopoliméricas con compuestos antimicrobianos para

mejorar la conservacion poscosecha de frutos.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener y caracterizar quitosano a partir de desechos de camarén, mediante un

proceso bioldgico-quimico

» Caracterizar y evaluar emulsiones como recubrimientos para la conservacion

poscosecha de frutos no climatéricos.
» Establecer las condiciones del entrampamiento de aceite de neem en quitosano.

» Determinar la estabilidad del compuesto antimicrobiano y condiciones de

liberacidn del mismo.
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9. MATERIALES

9.1 Desecho de Camaroén

Se utiliz6 desecho de camardon obtenido de la Nueva Viga en lztapalapa. Este
material fue molido en un molino industrial (Thomas-Scientific EUA) con criba de 3cm

de didmetro.
9.2 Obtencion de quitina
Azlcar de mesa (Zulka), cepa Lactobacillus sp (aislada en el laboratorio de
biopolimeros, UAMI).
9.3 Obtencion de quitosano

Acido clorhidrico (HCI) A.C.S. (Reactivos Quimica Meyer). Hidroxido de sodio
(NaOH) grado industrial (Casa Miyako, México).

Para el dltimo bioensayo se aplic6 quitosano comercial, peso medio marca Sigma-
Aldrich, México.

9.4 Caracterizacion de quitosano

Acido acético glacial (CH3COOH), acetato de sodio anhidro (CH3COONa), &4cido
citrico monohidratado granular (C¢HgO;), sorbitol (CgH1406) y fosfato de sodio
Monobasico (NaH,PO,) marca J.T. Baker. Hidroxipropilmetilcelulosa (H) marca
DEMACSA, Lote: 438/05 (Derivados macroquimicos S.A. de C.V.). Alcohol Etilico
Absoluto A.C.S. (C,HgO), marca Meyer. Polietilenglicol-600 diacido marca Fluka.

9.5 Material para emulsiones

El aceite de neem fue comprado en Biotecnologia Agroindustrial S. A. de C.V. en
Morelia, Michoacan. Se utilizo aceite de girasol, marca 1,2,3 (Corona S.A. de C.V.) y

aceite mineral grado alimenticio (Marca Shell). Goma de mezquite se recolectd
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manualmente en forma de lagrimas en el estado de San Luis Potosi y se purificd

siguiendo el método reportado por Vernon-Carter et al. (1996).

9.6 Material para caracterizacion de emulsiones

Azadiractina obtenida en Sigma-Aldrich, México. Cloruro de sodio (NaCl) y
acetato de sodio (CH3COONa) ambos marca J.T. Baker.

9.7 Material biolégico

Se utilizaron pitayas (Stenocereus pruinosus) provenientes de Cosoltepec en el
Estado de Oaxaca cosechados en el mes de mayo 2013, mayo 2014 y xoconostles

dulces (Stenocereus stellatus) de la cosecha de octubre del 2013 del mismo municipio.

10. METODOLOGIA

El desarrollo experimental de la investigacion fue dividido en diferentes etapas que

se indican en el diagrama de flujo adjunto (Fig. 10.1).

OBTENCION Y CARACTERIZACION DEQUITOSANO | | BIOENSAYO 1
BIOLOGICO- QUIMICO PITAYA

¥
CARACTERIZACION DE EMULSIONES

W

| EMULSIONES O/W JI > BIOENSAYO 2

L 4
FASE| { CONCENTRACIONES DE BIOPOLIMEROS |—>| BIOENSAYO3 |

| DISMINUCION DE CONC. BIOPOLIMEROS >/ BIOENSAYO 4 |

PITAYA

| SUSTITUCION DE FASE OLEOSAS v
¥ ' BIOENSAYO 5
FASE I J l PVA COMO COTENSOACTIVO ¥OCONOSTLE
| MEZCLAS DE EMULSIONANTES DULCE
v .
e | ESTABILIZACION DE EMULSIONES
COMPARACION ENTRE QUITOSANO | ‘ N
OBTENIDO POR METODO

BIOLOGICO- QUIMICO Y COMERCIAL

Fig. 10. 1 Diagrama de flujo con diferentes etapas experimentales
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10.1 OBTENCION DE QUITINA

La quitina se obtuvo a partir de un proceso biologico-quimico (B—Q) mediante una
fermentacion acido lactica donde 30 kg de desechos de camaron previamente triturados
(tamafio de particula de 0.3cm) fueron colocados en un reactor tipo columna, se
adicion6 5% (v/p) de inoculo de Lactobacillus sp. y 10% (p/p) de azlcar de cafa,
durante 120 h a 30°C. En este proceso, las proteasas de los microorganismos
provocaron la hidroélisis de las proteinas (desproteinizacién) mientras que la produccion
de &cido lactico de los microorganismos durante la fermentacion, contribuyd a la
desmineralizacion por remocién del CaCOs. El resultado de la fermentacion fue una
fraccion solida que contenia la quitina cruda y una fraccion liquida (licor) rica en
proteina, minerales y pigmentos. (Shirai et al., 2001; Cira et al. 2002; Pacheco et al.
2009, 2011).

10.1.1 Purificacién de la quitina

Los pigmentos presentes en el exoesqueleto del camar6n son carotenoides
(astaxantina, cantaxantina, astaceno, luteina y B-caroteno), que se extrajeron colocando
la fraccion solida (quitina cruda) de la fermentacion en acetona grado industrial a una
concentracion de 19 quitina cruda/ 15MLacetona durante 1 h, bajo agitacion magnética
constante a temperatura ambiente (25°C), se evito la incidencia de luz directa sobre la
muestra con la finalidad de evitar la degradacion de los carotenoides extraidos (Gimeno
et al., 2007).

La quitina cruda también presentd minerales por lo que se desmineralizé totalmente
empleando HCI (0.4 M) en relacion 19 quitina/15ML ido durante 1 h, bajo agitacion
magnética a temperatura ambiente (25°C). El producto obtenido se lavo hasta la
neutralidad (corroborando esto con un potenciémetro) con agua corriente y se seco a
40°C durante 24 h. (Cira et al., 2002). Por ultimo se desproteinizé la quitina cruda
para lo que se utilizé una solucién NaOH (0.4M), con agitacion magnética constante
durante 1h, a temperatura ambiente (25°C), a una concentracion de 1 g quitina/ 15ML NaoH-
Una vez concluida la reaccion, se realizaron lavados con agua corriente hasta
neutralidad (corroborando esto con un potenciémetro) y el producto fue secado a 40°C
durante 24 h, obteniendo asi quitina pura (Cira et al., 2002).
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10.2 OBTENCION DE QUITOSANO

Para la obtencion del quitosano, se llevd a cabo por un proceso de desacetilacion de
la quitina, por hidrolisis alcalina de los grupos acetamida en C-2 (Fig. 10.2). La quitina
obtenida se desacetildé con solucion de NaOH al 50% (p/v) en una relacion 1g
quitine/15ML naon €N un reactor agitado enchaquetado a 100°C por 2 h. El quitosano
obtenido fue enjuagado con agua corriente hasta la neutralidad (corroborado con un
potenciometro), fue secado a 40°C para su analisis y caracterizacién (Rocha- Pino et al.,
2008).

Desacetilacion M+OH-

- CHyCOOM"

S

CHy

Fig. 10. 2 Reaccidn de desacetilacion de la quitina para la obtencién de quitosano (Alonso, 2009).

10.2.1 Determinacion del peso molecular del quitosano.

El peso molecular promedio del Q se determind por medio de su viscosidad
intrinseca (My). Diferentes concentraciones de Q 0.5, 1, 1.5, 2, 4 g/L se disolvieron en
acido acético 2% (p/v), acetato de sodio 0.2M utilizado como solvente. La viscosidad
intrinseca de las soluciones fue determinada mediante un viscosimetro tipo Oswald, se
realiz6 a temperatura ambiente (25°C), el peso molecular se determind mediante la
ecuacion de Mark — Houwink-Sakurada (Ecuacién 1) donde k = 1.38 x 10®° L/g y a=
0.85 (Kjoniksen et al., 1997).

[71=kM,)* (1)
Donde es la viscosidad intrinseca, My, fue el peso molecular y los parametros de k y

a dependen de la naturaleza del disolvente y del polimero (Kumar, 2007).
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10.2.2 Determinacion del grado de acetilacion de quitosano.

El grado de acetilacion (DA) del quitosano se obtuvo disolviendo en solucion
DCI/D,O (20% p/p) mediante agitacion magnética durante 12 h, los espectros de
RMN'H fueron obtenidos en un espectrémetro Bruker AC 200 a 200Mhz para 'H a
298K, el DA se calculo de acuerdo a Hirai et al., (1991), por la integracion de las areas
de la sefial del proton metilo del residuo de (1-4)-2-acetamido-2-desoxy beta-D-glucano

y de los protones H-2 al H-6 de la estructura completa (Pacheco et al., 2011).

10.2.2 Determinacion de solubles

Se disolvié 0.1g de muestra en 25mL de una solucién de acido acético 0.1M durante
72h, con agitacion constante a temperatura ambiente. Se determiné por gravimetria la

cantidad de solubles en dicha solucion (Shrinivas y Stevens, 2005).

10.3 BIOPOLIMEROS

El Q obtenido se dispersé en una solucion de &cido acético al 0.1M (Montes, 2011), a
diferentes concentraciones (20, 10, 5y 2.5¢g/L) y se mantuvo bajo agitacién magnética

durante 72h previo a su uso para permitir su completa hidratacion.

Se prepard una solucion de H (15g/L concentracion final), se pesaron 7.5g de H, los
cuales fueron agregados en 332 mL de agua a 25° C y se dejo en agitacion magnética
durante 24 h. Posteriormente se adicionaron 166 mL de etanol y 1.6 mL
polietilenglicol-600 di&cido bajo agitacion magnética constante a 25° C durante 2 h
(Nicio, 2011).

Para la obtencion del guitosano funcionalizado mediante su entrecruzamiento con H,
las soluciones de Q y H fueron mezcladas en partes iguales, adicionando 50 g de &cido
citrico/ L, y 3.7g de fosfato de sodio monobasico/L y 10 g de sorbitol/L. La mezcla

resultante se trato térmicamente a 100£10°C durante 3 min (Nicio, 2011).
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10.3.1 DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 1

Previo a la aplicacion de tratamientos en los frutos en todos los bioensayos (excepto
el 6), se lavaron con cloro a una concentracién de 200ppm (Pelayo et al., 2010). El
lavado consistié de la inmersion del fruto durante 1 min en la solucién de cloro para su
posterior enjuague con agua, los frutos se secaron utilizando sistemas de conveccion
forzado hasta su sequedad y se seleccionaron los frutos cuyo estado de madurez era la
de consumo u organoléptica, descartando aquellos que presentaron menor tamafio,
dafios mecanicos, fisuras o manchado del epicarpio, se aplicaron los tratamientos por
inmersion y se secaron por conveccion forzada. Las unidades experimentales constaron

de aproximadamente 500g de muestra (2 frutos).

Para este bioensayo las unidades experimentales incluyeron las variedades de pitayas
cuyo color en epicarpio fue verde (Amarilla I y Il, Melén y Sandia). Se almacenaron los
frutos a una temperatura de 10£5°C y 75£5% HR.

I.  Control

Il.  Q5g/L
1.  Q10g/L
IV. Q20g/L

V. Q-g-H5g/L

VI.  Q-g-H 10g/L

VIlI.  Q-g-H 20g/L
FUENTES DE VARIACION: Tratamiento y Concentracion de Q
VARIABLE RESPUESTA: %PFP

10.3.1.1 Pérdida fisiolGgica de peso (PFP)

La pérdida de peso en los tratamientos fue determinada por triplicado, mediante el
registro del cambio en el peso de cada una las unidades experimentales cada 24 h
durante el almacenamiento. Los datos fueron expresados como porcentaje, calculado
con la ecuacion 2.

Pi — Pf

l

%PFP =

x100 2)
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Donde: Pi = peso inicial y Pf = peso final

10.4 FASE 1: ENTRAMPAMIENTO DEL ACEITE DE NEEM EN
EMULSIONES O/W

10.4.1 EMULSIONES O/W

Se prepararon diferentes emulsiones tipo O/W cuyas fases consistieron en mezclas de
aceite de neem-aceite de girasol como fase dispersa y diferentes mezclas de
biopolimeros en la fase continua. Se empled una fraccion masica dispersa ($) de 0.3 con
una concentracion total de aceite de neem de 16g/L. La fraccion masica de la fase

dispersa para emulsiones O/W se calcul6 con la ecuacion 3.

Donde ¢ es la concentracion de la fase oleosa, W es el peso de la fase oleosa y

Water €5 €l peso de la fase acuosa.

La fase oleosa consistio en aceite de neem - aceite de girasol (¢= 0.3), la fase
continua fue agua, Q, H, Q-g-H 6 QH y como emulsionante se usé Tween 80 (100g/L).
La fase oleosa fue agregada por goteo hasta su completa homogenizacion realizada
mediante un Ultraturrax T-25 a 10000 rpm, durante 10 min utilizando un bafio de hielo

para mantener la temperatura constante.
10.4.1.1 Caracterizacion de las emulsiones
10.4.1.1.1 Determinacion del tamafio de gota

El tamafio de gota (D3p) y la distribucion de tamafio de gota se determinaron por
difraccion de rayo laser empleando el analizador de tamario de gota Malvern serie 2000
(Malvern Instruments, Malvern, R.U.). Las emulsiones (IR de 1.333) se dispersaron en
agua destilada a 200 rpm (Pérez, 2011).
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10. 4.1.1.2 Determinacion de potencial zeta

El potencial zeta de las emulsiones se determind mediante un equipo Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). Donde
estas se diluyeron 1:100mL.

10.4.2 DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 2

Para este bioensayo las unidades experimentales incluyeron todas las variedades de
pitayas, aleatorizadas en cada una de las unidades experimentales. Se realizO a una
temperatura de 10+5°C y 75+5% HR.

I. Control
I1. Q 20g/L
I11. E. Neem 300g/L
IV. N
V. H 30g/L
VI. NGQ 20 g/L
VII. NGH 30g/L

VIII. Q-g-H 20g/L
IX. NGQ-g-H 20g/L
X. NGQH 20g/L
FUENTE DE VARIACION: Tratamiento
VARIABLES RESPUESTAS: %PFP y color.

10.4.2.1 Pérdida fisioldgica de peso (PFP)

Se realizd como en el apartado 10.3.1.1.

10.4.2.2 Estabilidad de color en el epicarpio

Para el analisis de los cambios de color del epicarpio de los frutos se utilizd un
colorimetro EI color del epicarpio se midio cada 72 h en tres partes equidistantes
ecuatoriales y longitudinales de cada fruto por tratamiento con un Chromameter CR200

(Minolta, Osaka Japdn) y se expresé como luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y el
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angulo de Hue (h). Un patrén de referencia de color blanco se utiliz6 para calibrar el

instrumento.

10.4.3 DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BIOPOLIMEROS PARA
EMULSIONES O/W

El procedimiento fue el mismo que en 10.4.1, solo que se usaron diferentes

concentraciones de biopolimeros.

10.4.3.1 Caracterizacion de las emulsiones

10.4.3.1.1 Determinacion del tamafio de gota

Se determiné como la seccion 10.4.1.1.1.

10. 4.3.1.2 Determinacion de potencial zeta

Se determiné como la seccion 10.4.1.1.2.

10.4.4 DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 3

Para este bioensayo se trabajaron con pitayas cuyo color en el epicarpio fue rojo

(solferino, olla y roja lisa). Todos los tratamientos estuvieron a condiciones de
refrigeracion 10£5°C y a 75+5% HR.

l.

Il.
II.
V.
V.
VI.
VIL.
VIII.
IX.
X.

Control

Q 10g/L

Q 20g/L

H 10g/L

H 20g/L

E. Neem

NGH 10g/L
NGH 20g/L
NGQ-g-H 10g/L
NGQ-g-H 20g/L

FUENTES DE VARIACION: Tratamiento, Concentracion y Emulsion
VARIABLE RESPUESTA: %PFP
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10.4.4.1 Pérdida fisiologica de peso (PFP)

Se realiz6 como en el apartado 10.3.1.1.

10.4.5 DISMINUCION DE CONCENTRACIONES DE BIOPOLIMEROS EN
EMULSIONES O/W

El procedimiento fue el mismo que en 10.4.1, solo que se usaron disminuyeron las

concentraciones de biopolimeros.

10.4.5.1 Caracterizacion de las emulsiones

10.4.5.1.1 Determinacion del tamafio de gota
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.1.

10. 4.5.1.2 Determinacion de potencial zeta

Se determiné como la seccion 10.4.1.1.2.

10.4.6 DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 4

Para este bioensayo las unidades experimentales incluyeron las variedades de pitayas
olla, solferino y roja lisa (cuyo color en epicarpio es el rojo). Se realizo la aplicacion en
campo, en Santa Gertrudis Cosoltepec en el estado de Oaxaca. Y se trabajaron a dos
temperaturas la ambiente (25+2°C) a 30+2% HR y la de refrigeracién (10+5°C) a
75+5% HR.

I.  Control
Il.  Q5g/L
1.  Q10g/L
IV. NGQ-g-H 5¢/L
V. NGQ-g-H 10g/L
FUENTES DE VARIACION: Tratamiento, concentracion de Q y temperatura.
VARIABLE RESPUESTA: %PFP, color, firmeza, unidades contaminadas y analisis

sensorial.
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10.4.6.1 Pérdida fisiologica de peso (PFP)

Se realiz6 como en el apartado 10.3.1.1.
10.4.6.2 Estabilidad de color en el epicarpio
Se realiz6 como en el apartado 10.4.2.2.

10.4.6.3 Firmeza

Para determinar la firmeza se retiro el epicarpio del fruto y con un penetrometro

Effegi se perforaron tres veces cada fruto y se anoto la presion ejercida.

10.4.6.4 Unidades Infectadas

Para determinar las unidades infectadas se contabilizaron las pitayas totales de cada
recubrimiento y cada 24 h se monitorearon las unidades experimentales retirando las
que presentaban contaminacion por hongos, con lo que se pudo obtener el porcentaje de

unidades infectadas (%UI).

10.4.6.5 Evaluacion sensorial

Se realizaron evaluaciones sensoriales para las pitayas, con 22 consumidores los
cuales fungieron como un jurado no entrenado, con el fin de establecer las principales
caracteristicas del fruto (percepcion de la apariencia general, aroma, sabor y

consistencia de la pulpa) alos 7 y 13 dias de aplicacion de los tratamientos.

10.5 FASE 2: SUSTITUCION DEL ACEITE DE GIRASOL POR ACEITE
MINERAL EN LA FASE DISPERSA DE EMULSIONES O/W

10.5.1 USO DE DIFERENTES FASES OLEOSAS

La fase oleosa consistié en aceite de neem - aceite de girasol o aceite mineral grado
alimenticio (¢= 0.3), la fase continua fue Q-g-H y como emulsionante se us6 Tween20
(100g¢/L). La fase oleosa fue agregada por goteo hasta su completa homogenizacion
realizada mediante un Ultraturrax T-25 a 10000 rpm, durante 10 min utilizando un bafio

de hielo para mantener la temperatura constante.
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10.5.1.1 Caracterizacion de las emulsiones

10.5.1.1.1 Determinacion del tamafio de gota
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.1.

10.5.1.1.2 Determinacién de potencial zeta
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.2.

10.5.1.1.3 Tiempo de cremado

Se determind el tiempo de cremado de las emulsiones, cuando la separacion de fases

alcanzo la mitad del volumen total de la emulsion.

10.5.2 PVA COMO COTENSOACTIVO

La metodologia fue la misma que en la seccién 10.5.1, solo que se afiadié PVA como

cotensoactivo para mejorar la formulacion.

10.5.2.1 Caracterizacion de las emulsiones

10.5.2.1.1 Determinacion del tamafio de gota
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.1.

10.5.2.1.2 Determinacidn de potencial zeta
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.2.

10.5.2.1.3 Tiempo de cremado

Se determiné como la seccion 10.5.1.1.3.

10.5.3 USO DE DIFERENTES EMULSIONANTES

La metodologia fue la misma que en la seccion 10.5.1, solo que se afiadieron mezclas
de emulsionantes (Tween20 y Tween80) a diferentes concentraciones para mejorar la

formulacion.
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10.5.3.1 Caracterizacion de las emulsiones
10.5.3.1.1 Determinacion del tamafio de gota

Se determiné como la seccion 10.4.1.1.1.

10.5.3.1.2 Determinacién de potencial zeta

Se determiné como la seccién 10.4.1.1.2.

10.5.3.1.3 Tiempo de cremado

Se determiné como la seccién 10.5.1.1.3

10.5.4 DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 5

Este bioensayo se realizd en xoconostle dulce. La fruta se mantuvo a temperatura de
refrigeracion (10£5°C) y una HR de 75£5%.
I.  Control
II.  Q5g/L
1. H10g/L
IV. Q-g-H5g/L
V. NMQ-g-H 5¢/L

FUENTE DE VARIACION: Tratamiento
VARIABLES RESPUESTAS: %PFP y unidades contaminadas

10.5.4.1 Pérdida fisiologica de peso (PFP)

Se realizd como en el apartado 10.3.1.1.
10.5.4.2 Unidades infectadas

Se realiz6 como en el apartado 10.4.6.4
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10.6 FASE 3: ESTABILIZACION DE EMULSIONES
10.6.1 PERFIL DE CAMBIOS DE POTENCIAL ZETA

Se determind el potencial zeta de las soluciones acuosas de los biopolimeros se
determiné a diferentes valores de pH usando un Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). El pH de las soluciones acuosas de los
biopolimeros fue ajustado con &cido acético y acetato de sodio. Se construyeron graficas
de potencial zeta contra pH y a partir de éstas se determind el valor de pH donde existe
la méxima diferencia estequiométrica de cargas electrostéticas entre los compuestos
(Jiménez, 2010).

10.6.2 GOMA DE MEZQUITE COMO ESTABILIZANTE

La fase dispersa fue aceite de neem - aceite mineral grado alimenticio (¢=0.1y 0.3);
la fase continua consistié en Q (5¢/L) y GM (100g/L) la fase oleosa fue agregada por
goteo hasta su completa homogenizacion realizada mediante un Ultraturrax T-25 a
10000 rpm, durante 10 min utilizando un bafio de hielo para mantener la temperatura

constante. Se ajusté el pH a 4.5 al final de la preparacion.
10.6.2.1 Caracterizacion de las emulsiones
10.6.2.1.1 Determinacion del tamafio de gota
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.1.
10.6.2.1.2 Determinacidn de potencial zeta

Se determiné como la seccion 10.4.1.1.2.

10.6.2.1.3 Tiempo de cremado

Se determiné como la seccién 10.5.1.1.3
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10.6.3 USO DE DOS METODOS DE HOMOGENIZACION

La fase dispersa fue aceite de neem - aceite mineral grado alimenticio (¢=0.1y 0.3);
la fase continua consistié en GM (100g/L) una vez integradas se agregd por goteo el Q
(5¢/L). Se usaron dos métodos de homogenizacion:

a) La homogenizacion se realiz6 en un equipo (rotor/estator) Ultraturrax T-25 a 10000
rpm, durante 10 min utilizando un bafio de hielo para mantener la temperatura
constante.

b) La homogenizacion se realizd en un equipo (ultrasonicacion) Helscher up 400S a
una frecuencia de 1Hz a una amplitud 80% durante 10 min utilizando un bafio de
hielo para mantener la temperatura constante.

Para ambos casos se ajustaron a un rango de pHena 3, 3.5, 4y 4.5.

10.6.3.1 Caracterizacion de las emulsiones

10.6.3.1.1 Determinacion del tamafio de gota
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.1.

10.6.3.1.2 Determinacién de potencial zeta
Se determin6 como la seccion 10.4.1.1.2.

10.6.3.1.3 Tiempo de cremado

Se determiné como la seccion 10.5.1.1.3

10.6.4 CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES ESTABLES

10.6.4.1 Cinética de cremado

Cada 24 horas se determiné el tamafio de gota de las emulsiones. Obteniendo asi el
incremento de la gota. Se graficd el cambio del tamafio con respecto a los dias y con

ello se calculd el tiempo de cremado a través de la ecuacion 3:

V= d*(p — po)g

187, (3)
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Donde V es la velocidad de cremado, d es el diametro promedio, p es la densidad de
la fase dispersa. po es la densidad de la fase continua, es la viscosidad de la fase

continua y g es la gravedad (McClements, 2004).
10.6.4.2 Eficiencia de encapsulacion

Se colocaron 10g de la emulsion en 10g de etanol, se dejaron en posicion estatica por
1 hora, después se tomo el aceite de neem superficial con una pipeta pasteur, se coloco
en un vaso a peso constante y se esper0 a que se evaporara el metanol a 25°C durante
24h. Y se pesé el aceite en el vaso. Las mediciones se realizaron por triplicado. La
eficiencia de encapsulado se calculd con la ecuacion 4 (Guida et al., 2010).
(AT — AS)

WEE =+ 100 (4)

Donde: %EE es el porcentaje de la eficiencia de encapsulacion; AT es el aceite total

(9) y AS es el aceite superficial (g)

10.6.4.3 Cambio de color de la emulsién

El color del epicarpio se midi6 cada 72 h en tres partes equidistantes ecuatoriales y
longitudinales de cada fruto por tratamiento con un Chromameter CR200 (Minolta,
Osaka Japdn) y se expres6 como luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y el angulo de
Hue o tono (h). Un patrén de referencia de color blanco se utiliz6 para calibrar el

instrumento (Martinez, 2009).

10.6.4.4 Liberacién de azadiractina

La liberacion del aceite de neem de las emulsiones O/W se realizd de acuerdo con la
metodologia descrita por Jerobin et. al. (2012), a través de la determinacion de la
concentracion de azadiractina por medio de espectrofotometria a una absorbancia de
214 nm. La cantidad necesaria de emulsién se colocd en un tubo de ensayo y se diluyd
con solucién buffer (pH: 2, 2.5, 3, 3.5, 4 y 4.5) en una relacién 1:4, se dejaron en reposo
a 10+2°C durante 21 d. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro modelo (Genesys, 10S) cada 2h durante 12 h y posteriormente cada

24 h durante 20 d. Todas las muestras se realizaron por duplicado.
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10.6.4.5 Espectrometria de infrarrojo (ATR-FTIR)

Se utilizd un espectrometro de infrarrojo Perkin Elmer ATR-FTIR 100, Inglaterra.
Para corroborar la presencia del aceite en la emulsion y se realizaron los espectros
correspondientes a un intervalo de longitudes de onda entre 650cm-! y 4000cm™. Se
identificaron las sefiales caracteristicas del aceite, para ello se analizd cada ingrediente

de la formulacion.
10.6.5 CARACTERIZACION DE RECUBRIMIENTOS
10.6.5.1 Preparacion de peliculas
Las peliculas se obtuvieron vaciando 25¢g de cada solucion (emulsion, quitosano y

goma de mezquite) en cajas Petri de poliestireno y fueron secadas en estufa a 35°C

durante 48h y se sacaron de la caja cortando circulo de 2cm de diametro.
10.6.5.2 Acondicionamiento
Las peliculas fueron acondicionados en una camara ambiental con una HR de 40

+2% alcanzada con una solucion saturada de Mg (NOs), 6H,0 a 25+2°C durante tres
dias (Martinez, 2009).

10.6.5.3 Espesor

Una vez acondicionados las peliculas se midio6 el espesor empleando un micrometro
digital (Mitutoyo 1D-C112E, Japon), realizdndose cinco mediciones en distintas areas
de los circulos. Los valores determinados fueron promediados para obtener el espesor
de cada pelicula.
10.6.5.4 Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La WVP fue medida segin una modificacion de la técnica gravimétrica ASTM E96-

80 (Miranda et al., 2003). Se utiliz6 una celda de prueba de vidrio con una altura de
5cm y un diametro de 2cm, en la cual se generé una HR de 30% empleando una
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solucion saturada de KCH3COs,. Las peliculas previamente cortadas, se colocaron en la
parte superior de la celda de prueba y se sellaron con parafilm. Se registro el peso inicial
de las celdas de prueba y fueron transferidas a una camara ambiental, correspondiente a
un desecador de tapa esmerilada que contenia una solucion saturada de NaCl para
generar una HR de 75% previamente acondicionada. De esta forma se obtuvo el
gradiente de humedad 30/75. Se emple6 la misma metodologia para generar un
gradiente 75/30, en donde la celda de prueba contenia una solucion saturada de NaCl y

la camara ambiental una solucién saturada de KCH5;CO,

Las cAmaras ambientales se mantuvieron a 10+5°C. La pérdida o incremento de
peso de las celdas de prueba fueron monitoreadas a través del tiempo cada 24h y se
registraron un minimo de siete valores a partir del estado de equilibrio. La prueba se
realizd por triplicado para cada pelicula. Se graficé la pérdida o ganancia de peso
contra el tiempo, obteniéndose la pendiente (J). A partir de este valor, se determind la
velocidad de transmisién de vapor de agua (VTVA), asi como la permeabilidad al vapor
de agua (WVP) con las ecuaciones 5 y 6:

J
VTVA = T A (5)
Donde VTVA es velocidad de transmision de vapor de agua, t es tiempo y A es area
expuesta de la pelicula.
WVP = —VTVA L
TR
Donde WVP es la permeabilidad al vapor de agua, L es el espesor de la pelicula, Pw;
es la presion parcial de vapor en la celda de prueba y P, es la presion parcial vapor en

la cAmara ambiental (Nicio, 2011).

10.6.6 DISENO EXPERIMENTAL BIOENSAYO 6

Este bioensayo se realiz6 en pitayas. Los tratamientos se mantuvieron a temperatura
de refrigeraciéon (10+5°C) y una HR de 75+5%. Cabe mencionar que para este
bioensayo, se omitio el proceso de lavado para corroborar el efecto antimicrobiano de

los compuestos bioactivos presentes en las formulaciones.
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I.  Control
1.  Q25g/L
.  Q5g/L
IV. GM5g/L
V. NMQ-g-H 5g/L
VI. NMQGM 5g/L
FUENTES DE VARIACION: Tratamiento
VARIABLE RESPUESTA: %PFP, color, firmeza, unidades contaminadas, conteo de

hongos, acidez titulable, pH, Solidos solubles totales y analisis sensorial.

10.6.6.1 Pérdida fisiologica de peso (PFP)

Se realizd como en el apartado 10.3.1.1.
10.6.6.2 Estabilidad de color en el epicarpio
Se realiz6 como en el apartado 10.4.2.2.

10.6.6.3 Firmeza

Se realizd como en el apartado 10.4.6.3.

10.6.6.4 Acidez titulable (ATT)

Se cuantificé el porcentaje de &cido malico presente en el jugo de la pitaya (Garcia et
al., 2013; Gonzalez, 2006) mediante una titulacion volumétrica acido-base (AOAC,
2000). Se tomé 1mL de cada tratamiento y se aforo a 10mL, se titulé con NaOH 0.01 N
hasta un pH de 8.2 (pH al que vira la fenoftaleina que por el color de la pulpa no es
posible observar el cambio de coloracion (Bosquez, 1992)). La acidez titulable fue

calculada como % de acido mediante la formula (7):

. V x N x Meqs, i
% Acidez = NaOH NaOH Qac.malico x 100 (7)
Vol.muestra

Donde, V es Volumen; N es Normalidad; Meq son miliequivalentes de acido malico
(0.06705) (Bosquez, 1992).
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10.6.6.5 Sélidos solubles totales

Esta determinacion se realizd mediante un refractometro (Seedmech BPA) a 25°C.
Para ello, se exprimié completamente la pulpa de cada fruto y se filtr6 a traves de una
gasa de algoddn; del jugo obtenido se tomo una gota y se depositd en el refractometro
realizando la lectura correspondiente. Las determinaciones se realizaron por triplicado
(Martinez, 2009).

Los datos se expresaron como la relacion entre solidos solubles totales y acidez
titulable, como un grado de madurez de las frutas, reflejado en el dulzor o acidez de los
frutos (De Souza et al., 1984; Ramirez et al., 2010).

10.6.6.6 Unidades Infectadas

Se realizé como en el apartado 10.4.6.4.

10.6.6.7 Cuenta en placa de hongos

Se pesaron 10 g de céscara de pitaya de cada tratamiento y se agrego en un matraz
Erlenmeyer que contenia 90 mL de una solucion salina isotonica 0.9% (p/v). Se
homogenizé en una licuadora estéril durante 15 segundos a velocidad minima. De la
suspension anterior, se tomo 1mL y se transfirieron a un tubo de ensayo que contenia 9
mL de solucién salina isotonica 0.9%, se agit0 y repitid esta operacion dilucion hasta
10°®. De cada una de las diluciones se inocularon (0.1mL) siguiendo la técnica de
inoculacién por superficie en cajas Petri con agar papa dextrosa (PDA) acidificado a un
pH de 3.5 con &cido tartarico (NOM-111-SSA1-1994). Se contaron las colonias a las 96

horas de la inoculacién.

10.6.6.8 Evaluacion sensorial

Se realizd como en el apartado 10.4.6.5, con la diferencia que fueron 30

consumidores que fungieron como jurado y se realizd a los 0 y 8 dias.
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10.6.6.9 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se cortaron trozos de epicarpio (0.5x0.5cm), primero se fijaron con gluteraldehido
5% (v/v) en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7, las muestras se lavaron con el buffer, se
tifieron con tetra Oxido de osmio y se deshidrataron gradualmente con etanol.
Finalmente se fijaron con carbon y fueron cubiertas con oro antes de su observacion en
el Microscopio Electronico de Barrido (JEOL JSM-5900LV).

10.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los ensayos se aplico andlisis de varianza (ANOVA)
con prueba de comparacion multiple de medias Tukey-Kramer para las emulsiones y
con una prueba de comparacion multiple de medias LSD para los frutos. Las pruebas
sensoriales se compararon por las medianas, a través de la prueba de Friedman. Para
todos los analisis estadisticos de utilizo el paquete estadistico NCSS (2007) para evaluar

los efectos significativos (p< 0.05).
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11. RESULTADOS Y DISCUSION
11.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE QUITOSANO

Los métodos de obtencion del Q son determinantes en las caracteristicas de los
mismos, afectando su actividad antimicrobiana de acuerdo al grado de acetilacion y
peso molecular, la desacetilacion homogénea (temperaturas baja o temperatura
ambiente) lleva a la obtencion de Q con grados de acetilacidbn menores, mientras la
desacetilacion heterogénea (temperaturas altas entre 100-140°C) puede resultar en
grados de acetilacion mucho menores sin grandes disminuciones en el peso molecular

(Pacheco et al., 2011). Para este estudio se realizo la desacetilacion heterogénea.

A partir del proceso B-Q para la obtencion de Q, el producto obtenido presenté un
My de 278.32 kDa, con un porcentaje de acetilacion (%DA) de 12.78% (Fig. 11.1) y una
solubilidad en &cido acético de 99.45 + 0.15 %.

Fig. 11. 1 Espectro "HRMN del quitosano.

11.1.1 FUNCIONALIZACION QUITOSANO-
HIDROXIPROPILMETICELULOSA

El Q fue funcionalizado con el objetivo de mejorar sus propiedades tal como lo
reporto Alonso et al. (2010), ya que el funcionamiento con el H logro una matriz
polimérica biofuncional disminuyendo la permeabilidad al vapor de agua (Nicio, 2011).
El esquema de reaccion se presenta en la Fig. 11.2, en dicha reaccion el acido citrico
funciona como agente entrecruzante y el fosfato de sodio como catalizador.
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Fig. 11. 2 Reaccién de funcionalizacion de Q, H, &cido citrico y NaH2PO4. Donde R es H. CH; 0
CH,CH(OH)CHj5 (Nicio, 2011)

11.2 BIOENSAYO 1

Una vez preparados y caracterizados Q y Q-g-H, éstos fueron disueltos en acido
acético 0.1M a concentraciones de 5, 10 y 20 g/L y aplicados como recubrimientos de

pitayas.

11.2.1 Pérdida fisiol6gica de peso

Hubo diferencia significativa (p<0.5) de PFP entre los tratamientos aplicados a
pitayas de color en epicarpio verde, sin embargo el control fue el que perdié menor
peso, seguido de todos los frutos recubiertos con los demas tratamientos con excepcion
de Q 10 g/L que perdié mayor peso. La duracion de este bioensayo fue de 8 dias desde
la aplicacion del tratamiento y 11 dias desde la cosecha. Para los tratamientos de Q
funcionalizado no redujo la PFP de los frutos y estadisticamente se encontraron en el
mismo grupo de los Q nativos (20 y 5 g/L), sin embargo, el uso de Q funcionalizado
podria lograr reducir los costos de los materiales (Moller, 2004) conservandose las
caracteristicas antimicrobianas del Q al dejar el grupo amino libre, es decir, sin
reaccionar durante la reaccion de funcionalizacion. Por tal razén se continué trabajando

con Q-g-H para otros ensayos in vivo.
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Fig. 11. 3 PFP de los frutos con los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias LSD

Se emplearon diferentes concentraciones de Q en los recubrimientos, en las cuales
no hubo diferencia significativa (p>0.5) entre ellas, por lo que se decidi6 continuar la
preparacion de las emulsiones con la concentracion de 20 g/L ya que con ello era
posible lograr un incremento en la viscosidad del medio que podria favorecer una mayor

estabilidad al sistema con aceite de neem entrampado en la emulsién O/W.

11.3 FASE 1 ENTRAMPAMIENTO DEL ACEITE DE NEEM EN EMULSIONES
o/w

11.3.1 Emulsiones O/W

Se obtuvo diferencia significativa (p<0.05) en el tamafio de gota y por la prueba de
Tukey-Kramer se diferenciaron 4 grupos, el primero de ellos y con menor tamafio de
gota fue NGH, seguido del grupo conformado por las emulsiones NGQ-g-H y NGQH,
el tercer grupo formado por la E. neem y por Gltimo NGQ quien obtuvo el mayor
tamario, la mayor estabilidad en el sistema fue en los tratamientos con menor tamafo de

gota (Valdés, 2010) porque las gotas mas grandes tienden a atraer a gotas mas pequefias
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y agregarse (Tabla 11.1). De la misma manera, se obtuvo diferencia significativa
(p<0.05) entre los tratamientos para la distribucion de las gotas (polidispersidad o
span) de las emulsiones, donde la prueba de Tukey-Kramer diferencié dos grupos, el
primero de ellos (grupo “a” en la Tabla 1) y con mayor estabilidad al presentar un valor
cercano a la unidad (McClements, 2004) debido a que entre mas homogénea fuera la

distribucion de los tamarios de gota se evita la agregacion entre gotas.

Los dos parametros anteriores (tamafio y distribucion de las gotas) tuvieron
influencia en las propiedades de las emulsiones, tales como la velocidad de degradacion
del compuesto entrampado y sobre la resistencia al cremado (Fernandez et al., 2004;
Mason et al., 1996).

Debido a la naturaleza quimica de los agentes estabilizantes, uno de los mecanismos
de estabilidad es el de repulsion electrostatica, por lo que el potencial zeta es una
herramienta Gtil para poder evaluar este efecto y predecir si un sistema es mas estable o
no. En este pardmetro de estabilidad se encontré diferencia significativa (p<0.05) entre
los tratamientos por lo que la emulsion NGH tuvo mayor carga negativa comparado con
los demas sistemas, por lo que hubo una mayor fuerza de repulsion electrostatica que

retardo la separacion de las fases (Tabla 11.1).

Tabla 11. 1Resumen de la estabilizaciéon de emulsiones O/W

Tratamiento D (3,0) (um) Span Potencial zeta
(mV)

E. Neem 1.660 + 0.004 4.500 £+ 0.019 -11.700 £ 1.311
300g/L c b b

NGQ 1.740+ 0.023 1.740+ 0.050 12.800+ 0.101
20g/L d a d

NGH 0.310+£ 0.003 4591+ 1.670 -20.300+0.624
30g/L a b a

NGQ-g-H 0.991+0.017 1.691+ 0.149 11.401+ 1.657
20g/L b a d

NGQH 0.990+0.025 1.233+0.051 2.340+1.095

20g/L b a c

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5).

Para esta primera fase, la emulsién mas estable fue la NGH ya que tuvo menor
tamario de gota y un potencial zeta alejado de cero (Malvern, 2011). Sin embargo, fue
un sistema polidisperso, mientras que las emulsiones mas monodispersas fueron NGQ-
g-H, NGQ y NGQH.
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11.3.2 BIOENSAYO 2

11.3.2.1 Pérdida fisiologica de peso

El mejor tratamiento en términos de estabilidad de la emulsion y menor PFP en los
frutos fue el tratamiento NGH (Fig. 11.4). Los frutos duraron 9 dias (12 dias desde la
cosecha), todos ellos a excepcion de lo recubiertos con NGH, no cumplieron las

caracteristicas de consumo en fresco (FAO, 2012).

El recubrimiento NGH a pesar de no ser un sistema estable, de acuerdo a lo
reportado por Pinedo et al. (2010) y Lopez (2001), a la temperatura de refrigeracion
fungieron como una microatmosfera alrededor de  los frutos que impidio
diferencias presion de vapor de agua entre los frutos y su entorno lo que evitd el
proceso de senescencia de los frutos, por lo tanto estos frutos conservaron sus

caracteristicas de calidad.

——e—— Control

5., — ~*— Q20gL
— — v — E. Neem 300g/L
———4—-—— Neem
] H 30g/L
NGQ 20g/L
41 — —e— - NGH 30g/L
——e—— Q-g-H 20g/L
— A& — NGQ-g-H 20g/L
5 — —v— —  NGOQH 20g/L

%PFP

10

Tiempo (d)

Fig. 11. 4 PFP de los frutos con los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién multiple de medias LSD
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11.3.2.2 Color

Para el pardmetro de luminosidad (L*), se obtuvo diferencia significativa (p<0.5)
(Fig. 11.5). Donde la prueba de medias LSD dividié a los tratamientos en 9 grupos
donde los frutos recubiertos con H, NGQH y NGH fueron los que presentaron la mayor
luminosidad en el epicarpio de los frutos. Lo que concuerda con Villalobos et al.
(2005); Vargas (2008); Séanchez et al. (2009) quienes reportaron que el H es
ampliamente usado como recubrimiento dado que confiere mayor luminosidad a los
frutos por lo que aunado a los aceites empleados fueron los recubrimientos con mayor

luminosidad.

Para la cromaticidad o saturacion (C*), se obtuvo diferencia significativa (p<0.5)
entre los tratamientos (Fig. 11.5), siendo los frutos recubiertos con NGQH los que
obtuvieron menor pureza de color, es decir que este tratamiento tenia un matiz mas
intenso. Mientras que los tratamientos de control, Q, E. Neem, H y NGQ fueron los
tratamientos de mayor saturacion (Boscarol, 2007).

Para el angulo de Hue (h), se obtuvo diferencia significativa (p<0.5) entre los
tratamientos (Fig. 11.5), cabe mencionar que para este bioensayo las unidades
experimentales estuvieron formadas aleatoriamente por las variedades cuyo color en
epicarpio eran rojos y verdes por lo que segun el anélisis estadistico predominaron los
tonos amarillo y rojo, siendo el tratamiento NGH que al final del bioensayo se
encontraron en un tono rojo oscuro. Por lo que debido a la gran dispersion de los
colores de los epicarpios de los frutos a los 3 y 9 d, no fue posible establecer si estas
mediciones se debieron a la cantidad de frutos rojos que conformaron las unidades

experimentales o bien a la senescencia de los mismos (FAO, 2012).
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Fig. 11. 5 Cambio de color en los frutos con los tratamientos y el control del bioensayo 2.

Para este bioensayo se observé la morfologia de los frutos y se concluyd que los
epicarpios de pitayas rojas son mas delgados que las de las pitayas de epicarpio verde, y
dado que no se logré mejorar la PFP de las pitayas verdes (bioensayo 1), se decidio
continuar los siguientes bioensayos con pitayas rojas, ya que los recubrimientos pueden
prolongar la vida poscosecha de los frutos, ademas que segun lo reportado por Garcia et
al. (2013) las pitayas rojas fueron considerados como alimentos neutracéuticos debido

a que poseen mayor actividad antioxidante que las pitayas verdes.
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Por lo tanto, los frutos recubiertos con NGH tuvieron menor %PFP, en cuanto a los
parametros de color para L* los tratamientos de H, NGQH y NGH resultaron ser los de
mayor luminosidad en los apicarpios, también se consider6 la E. Neem para corroborar
el efecto antimicrobiano del aceite, considerando su entrampamiento, por lo que estos
tratamientos se consideraron para el bioensayo 3 con solo pitayas de color en epicarpio

rojo.
11.3.3 Diferentes concentraciones de biopolimeros para emulsiones O/W

El tamafio de particula fue significativamente diferente (p<0.05) obteniéndose tres
grupos, el primero y con menor tamafio de gota conformado por NGH a ambas
concentraciones, seguido de NGQ-g-H también a las dos concentraciones y, el ultimo
grupo formado por la E. Neem, como se observo en el experimento anterior (11.3.1),
fue el sistema mas inestable al tener mayores tamafios de gota (Valdés, 2010) y un

sistema polidisperso (Tabla 11.2).
Existié diferencia significativa para el potencial zeta (p<0.05), y al igual que el
experimento anterior (11.3.1) la emulsion NGH 20g/L fue que presento el potencial zeta

mas alejado del cero (-21.13 mV) (Tabla 11.2).

Tabla 11. 2 Resumen de la estabilizacién de emulsiones a diferentes concentraciones de biopolimeros

Tratamiento D (3,0) pm Span Potencial zeta
(mV)
E. Neem 0.970 £ 0.094 1.870+0.186 -11.700 £ 1.311
c b c
NGH 10g/L 0.651+ 0.006 0.650+ 0.012 -14.270% 0.709
a a b
NGH 20g/L 0.372 0.000 0.620+ 0.004 -21.130+0.252
a a a
NGQ-g-H 10g/L 0.750%0.017 0.750+ 0.048 -4.860+ 1.671
b a d
NGQ-g-H 20g/L 0.751+0.000 0.730+0.001 2.450+0-329
b a e

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5).
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11.3.4 BIOENSAYO 3

11.3.4.1 Pérdida fisiologica de peso

Hubo diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos y de acuerdo a la prueba
de medias LSD los frutos recubiertos con Q 10g/L y NGQ-g-H 10g/L tuvieron menor
%PFP con respecto al control (Fig. 11.6). La duracion de este bioensayo fue de 8 dias
desde la aplicacién de los tratamientos y 11 dias desde la cosecha. Los recubrimientos Q
10g/L y NGQ-g-H 10g/L fungieron como una barrera que evitd la migracion de gases

y vapor de agua entre el fruto y el medio ambiente (Maté, 2008).

—e—— Control

51 O Q 10g/L
v Q 20g/L =
———-A&-—— HPMC 10g/L
O HPMC 20g/L
44 — —B— — E. Neem
— —@® — - NGH 10g/L
———  NGH 20g/L
A NGQ-g-H 10g/L
3 4 \ 4 NGQ-g-H 20g/L

%PFP

Tiempo (d)
Fig. 11. 6 PFP de los frutos con los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias LSD.

Los mejores tratamientos fueron en emulsion logrando que los frutos perdienran
menor PFP (p<0.05). Sin embargo, el empleo de la emulsidén ocasiond oscurecimiento
en el epicarpio comparado con el control, este fendmeno posiblemente se debié al uso
de aceites vegetales (LOpez, 2014) o bien por efectos de luz y disponibilidad de
oxigeno (Kargar et al., 2010). Los frutos recubiertos que no se encontraban en emulsion
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lograron que los frutos perdieran mayor peso en promedio, pero fueron capaces de

conservar sus caracteristicas de calidad, tal como lo report6 Han et al. (2004).

El resultado de este bioensayo fue consistente con el anterior (2), en donde se
determind nuevamente que no existié diferencia significativa (p>0.5) entre las
concentraciones de Q, sin embargo que los recubrimientos estresaron los frutos ya que a
mayores concentraciones hubo mayor pérdida de firmeza y agrietamientos en los
epicarpios. Por tal razon se modificaron las formulaciones de los emulsiones

disminuyendo a5y 10 g/L de Q.

11. 3.5 DISMINUCION DE CONCENTRACIONES DE BIOPOLIMEROS EN
EMULSIONES O/W

Dado los resultados obtenidos en la fase in vivo, se decidid seguir estabilizando la
emulsion con mejores caracteristicas para conservar la vida poscosecha de la pitaya y
esta fue la emulsion NGQ-g-H 10g/L, por lo que se volvié a caracterizar y se comparo
entre esta concentracion y una menor (5g/L).

Se obtuvo diferencia significativa (p<0.05) obteniendo que la emulsion NGQ-g-H
5g/L fue el sistema méas estable al presentar menor tamafio de gota y un sistema
monodisperso Sin embargo, para el potencial zeta no hubo diferencia significativa entre
los tratamientos (Tabla 11.3).

Tabla 11. 3 Resumen de la estabilizacién de emulsiones con concentraciones bajas de biopolimeros

Tratamiento D (3,0) um Span Potencial zeta
(mV)
NGQ-g-H 5¢g/L 0.860+0.024 0.955 +0.007 8.440 + 0.331
a a a

NGQ-g-H 10g/L 1.240+ 0.035 1.155+ 0.094 8.600+ 0.387
b b a

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5).

Por lo que cinéticamente la emulsion NGQ-g-H 5 g/L resulté ser la menos inestable
al coincidir con lo reportado por Valdés (2010), ya que tuvo menores tamafios de gota y
fue un sistema monodisperso; sin embargo, el potencial zeta aunque es mayor a cero no

lo es suficientemente alejado de él, ya que Malvern (2011) sugiere que cuando el
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potencial zeta es cercano a £30 el sistema sera mas estable, por lo que podemos atribuir

el cremado de la emulsion a que no hubo la suficiente repulsion de las cargas.

11.3.6 BIOENSAYO 4

Se probaron dos temperaturas de almacenamiento, la ambiente (25+2°C) y la de

refrigeracion (10£5°C).A lo que se obtuvieron como resultados:

11.3.6.1 Pérdida fisiologica de peso

A 25+2°C (Fig. 11.7) hubo diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos; de
acuerdo a la prueba de comparacion de medias LSD se determind que después de 4 dias
de tratamiento (7 dias desde la cosecha), el grupo comprendido por el control, y los
frutos recubiertos con NGQ-g-H 5g/L, Q 5g/L y NGQ-g-H 10g/L perdieron menor
cantidad de agua (6.6% en promedio) que el Q 10g/L (15.7%). Armella et al., 2003
reportaron que después de 5 dias desde su cosecha a la temperatura de 25+1°C, los
frutos perdieron el 18% de su peso y su calidad de consumo en fresco, lo que concuerda
con lo reportado por Gervacio (2005) quien mencioné que la vida Gtil de una pitaya
desde su cosecha es menor a 5 dias debido al manejo durante y después de la cosecha.
Por lo que los recubrimientos a base de Q no lograron ser mejor al control y estos
lograron que los frutos perdieran su calidad de consumo en fresco, sin embargo la
duracion del control de nuestro bioensayo fue mayor a lo reportado, lo que pudimos
atribuir a un mejor manejo desde la cosecha y transporte de los frutos, ya que fueron
acomodados de tal manera que la compresion de los mismos fuera menor, por lo que

hubo menor dafio en los epicarpios.

A 10+5°C hubo diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos, logrando asi
que todos prolongaran la vida poscosecha, ya que el control tuvo un menor periodo de
vida poscosecha. En la Fig. 11.7, se muestra el analisis a los 8 dias donde se observo
que los frutos recubiertos con NGQ-g-H y el Q a las menores concentraciones
reportaron menor %PFP y se mantuvieron asi hasta el final del bioensayo a los 11 dias
de tratamiento (14 dias desde la cosecha) obteniendo asi mejores resultados que Armella
et al., quienes reportaron que después de 14 dias a la temperatura de 7+1°C las pitayas

perdieron aproximadamente el 8% de agua, sin embargo ya no fueron aptas para su
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consumo en fresco por lo se recomendd procesarlas en productos como jaleas y
mermeladas. En contraste en este estudio se obtuvo un 8.7% de pérdida de agua pero
con calidad para consumo en fresco, por lo que los recubrimientos pueden prolongar la

vida poscosecha de la pitaya.

Podemos concluir que los recubrimientos junto con la temperatura de refrigeracion
tuvieron un efecto sinérgico sobre las pitayas prolongando su vida poscosecha, tal como
lo reporta Pinedo (2010), quien reporta el uso de recubrimientos a base de papel y la

frigoconservacion como un efecto sinérgico para la conservacion poscosecha de la

tuna.
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Fig. 11. 7 PFP de los frutos con los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién multiple de medias LSD

No hubo diferencia significativa (p>0.5) entre las concentraciones empleadas, por lo
que se seleccionaron las menores. Siendo esto consistente en ambas temperaturas y con
los bioensayos anteriores. Hubo diferencia significativa (p<0.5) entre usar o no
emulsion siendo esto consistente a ambas temperaturas, donde los frutos recubiertos con

emulsion perdieron menor peso en promedio a los 8 dias del bioensayo, este fendbmeno
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fue debido al uso de los aceites ya que estos tuvieron una baja polaridad lo que presento
una escasa permeabilidad al vapor de agua (Kester y Fennema, 1986; Ramos et al.,
2010), sin embargo al final del bioensayo no existio diferencia significativa entre el uso
0 no de emulsién, lo que se podria atribuir la baja estabilidad de las emulsiones.

11.3.6.2 Color

El color fue determinado en aquellos tratamientos a temperatura de refrigeracion
(10£5°C).

Para L* existio diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos, ya que todos
menos el control presentaron oscurecimiento del epicarpio a los 6d; siendo los frutos
con emulsién los de menor luminosidad. Lo que fue consistente con el angulo de Hue
(h) donde existio6 diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos, se observo que
el tono estuvo en los colores rojos. Sin embargo, las emulsiones presentaron
oscurecimiento del epicarpio mayor al control a los 6d, ya que su tono inicial fue rojo y
su tono desde los 6d hasta 11d fue guinda (Fig. 11.8), debido a que estas provocaron
prooxidacion en el epicarpio de los frutos, ya que Lopez (2014) reporta que este
fendmeno se puede dar por efecto de la luz, temperatura y disponibilidad de oxigeno o
bien por compuestos prooxidantes que conformaron la emulsion (Kargar et al., 2010).
Por lo que para nuestro caso estos factores estuvieron presentes durante el bioensayo
por lo que pudieron detonar este fendmeno, ya que por la baja estabilidad de las
emulsiones los aceites se liberaron rapidamente provocando que estos estuvieran en
contacto con el medio ambiente y se oxidaran sobre los epicarpios de los frutos o bien
por el implemento de los emulsionantes (tween20 y tween80), provocando el

oscurecimiento de los mismos.
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Fig. 11. 8 Cambio de color en los frutos con los tratamientos y el control del bioensayo 4.

Para la cromaticidad (C*) no existio diferencia significativa (p>0.5) entre los
tratamientos, por lo que la saturacion o matiz es préacticamente igual para todos los

tratamientos.




11.3.6.3 Firmeza

Hubo diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos que estuvieron en
refrigeracion (10£5°C) a los 9 y 11d, a lo que la prueba LSD agrupa los frutos
recubiertos con Q y NGQ-g-H a 10g/L como los de mayor firmeza, a los 11d los frutos
con Q a ambas concentraciones y NGQ-g-H 5g/L fueron los de mayor firmeza. Siendo
este Gltimo el que perdié mayor firmeza al final del bioensayo (Fig. 11.9). La pérdida de
firmeza se asocia al proceso de senescencia segun la FAO (2012), esto fue lo que
ocurrié durante el bioensayo ya que la firmeza se redujo a lo largo de los dias, este
proceso de ablandamiento fue debido a la degradacion de sus azucares y a la

degradacion de las paredes celulares de los frutos (Reardon, 2010).
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Fig. 11. 9 Firmeza de los frutos control y recubiertos. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias LSD

67

——
| —



11.3.6.4 Unidades infectadas

A lo largo del bioensayo se determiné la cantidad de unidades infectadas por cada
tratamiento, resultando que el control obtuvo un mayor porcentaje por lo que podemos
concluir que los frutos con Q y N, tuvieron efecto antimicrobiano, tal como lo
mencionan Marmol et al. (2011), Brahmachari (2004), Girish y Shankara (2008) (Tabla
11.4).

Tabla 11. 4 Unidades infectadas por hongos

Tratamiento %UlI %UlI
7d 11d

Control 83.3 100
Q 5¢/L 25 50
Q 10g/L 50 66.6
NGQ-g-H 5g/L 33.3 58.3
NGQ-g-H 10g/L 50 66.6

11.3.6.5 Evaluacion sensorial

Parra et al. (2012), elaboraron pruebas sensoriales en el valle de Tehuacan Puebla
con los mismos productores de pitaya a lo que encontraron que las personas pueden
tener preferencia por las variedades de pitaya dependiendo de la region, por ejemplo en
San Luis Atolotitlan las personas prefirieron variedades rojas, mientras que en Coatepec
prefirieron las variedades verdes sobre las rojas; a pesar de ello en general la mayoria
de las personas (75%) se inclind por pitayas de epicarpios delgados en cuanto a su
sabor; y a las pitayas con epicarpio mas grueso debido a su facil transporte. Sin
embargo , no existe informacion sobre evaluacion de propiedades organolépticas de
pitaya cuando los frutos tienen recubrimiento, por lo que se elabord la evaluacion de
algunas caracteristicas sensoriales; es decir, todo lo que se pudo percibir por los
sentidos para determinar su aceptacion por el consumidor (Barda, 2012), entre las que
se encontraron la apariencia general, aroma, sabor y consistencia de la pulpa, donde se
clasifico cada tratamiento en una escala hedonica (zona de agrado, indiferente y

desagrado) alos 6 y 11 dias de la aplicacion de los tratamientos.

En la Fig. 11.10, se presenta la comparacion sensorial entre los tratamientos. Se

observo que para la apariencia general no hubo diferencia significativa (p>0.5) a los 6d
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y todos los frutos tratados tuvieron tendencia a la parte de agrado, sin embargo a los 11d
unicamente los frutos con NGQ-g-H 10g/L se detectd tendencia al desagrado. Para el
aroma a los 6d existié diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos, siendo los
frutos a ambas concentraciones de Q los de mayor agrado, sin embargo no existio
diferencia significativa (p>0.5) a los 11d entre los tratamientos ubicandolos a todos en
la parte neutra (indiferencia) de la escala hedonica. Los consumidores catalogaron el
sabor a los 6d como mayor agrado ambas concentraciones de Q y NGQ-g-H 5g/L como
indiferente, mientras que el control y NGQ-g-H 10g/L fueron los frutos que se
encontraron en la zona de desagrado; a los 11d los consumidores consideraron a NGQ-
g-H 10g/L con un sabor desagradable. Por ultimo, los consumidores catalogaron a los
6d ambas concentraciones de Q como la mejor consistencia en la pulpa siendo asi los
tratamientos mas aceptados, mientras que los frutos con NGQ-g-H 10g/L consideraron
que perdieron consistencia causando desagrado, a los 11d consideraron que los frutos

mas aceptados fueron los recubiertos con ambas concentraciones de Q.

6d
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11d

Apariencia general Aroma

Me disgusta Me disgusta
extremadamente extremadamente
10 10

Me gusta
extremadamente |

Me gusta

Me disgust: hi
extremadamente [ e disgusta mucho

. Me disgusta mucho

Me gustamucho * "7 Me disgusta poco Me gusta mucho ~ Me disgusta poco

Me gusta poco Me es indiferente Me gusta poco Me es indiferente

Sabor Consistenciade la Pulpa

Me disgusta Me disgusta
extremadamente extremadamente
10

Me gusta
extremadamente [

B Me gusta -
Me disgusta mucho Pl Me disgusta mucho
\ = extremadamente | - 6 \ =2

Me gustamucho " Me disgusts poco Me gusta muche © ~ Me disgusta poco

Me gusta poco Me es indiferente Me gusta poco Me esindiferente

Fig. 11. 10 Evaluacion sensorial a los 6 dy 11d de Stenocereus pruinosus. Simbolos Control ( =*);
Q5g/L(~H); Q10g/L(~#); NGQ-g-H 5¢/L(~7); NGQ-g-H 10g/L( —).

En resumen, la duracion de este bioensayo a 25x2°C fue de 4 dias, desde la
aplicacion del tratamiento (7d desde la cosecha). Y la duracion del bioensayo a 10+5°C
fue de 11 dias desde la aplicacion del tratamiento (14d desde la cosecha), estas Gltimas
con la calidad para su consumo en fresco, contrario a lo reportado por Armella et al.
(2009), sin embargo hubo oscurecimiento en el epicarpio de los frutos posiblemnete
debido al efecto prooxidante del aceite de girasol, es decir, que los aceites posee
especies reactivas que son capaces de iniciar o inducir la oxidacion (Lopez, 2014;
Kargar et al., 2010). Este efecto provocé en los frutos que perdieran apariencia, color y
firmeza, por lo tanto afectaron su calidad poscosecha. Por lo que se propuso la
modificacion de la formulacion de la emulsién, sustituyendo el aceite de girasol por

aceite mineral grado alimenticio (Jiménez et al., 2009).
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11.4 FASE 2: SUSTITUCION DEL ACEITE DE GIRASOL POR ACEITE
MINERAL EN LA FASE DISPERSA DE EMULSIONES O/W

11.4.1 Uso de diferentes fases oleosas

Para el tamafio de gota s6lo la emulsion de NMQ-g-H 5g/L a $=0.1 fue la que obtuvo
mayor tamario. También hubo polidispersidad en los sistemas siendo la emulsion NGQ-
g-H 5¢g/L a $=0.3 la mas monodispersa. Para el potencial zeta, todos los tratamientos
presentaron un valor cercano a cero. En cuanto al tiempo de cremado la emulsion NGQ-
g-H 5¢/L a $=0.3 fue la que tuvo un mayor tiempo de cremado y por lo tanto, la menos
inestable segun lo reportado por Valdés (2010) (Tabla 11.5).

Sin embargo, y dado que el aceite de girasol pudo haber fungido como agente
prooxidante, tal como Kargar et al. (2010) reportaron, quienes esclarecian que los
aceites usados para emulsiones tipo O/W pueden sufrir oxidacion dependiendo de
pardmetros como luz, temperatura, grado de oxigeno y de instauracion del aceite
empleado, sin embargo es posible reducir este efecto mediante un cambio de la fase
oleosa 0 bien de la manipulacién de las propiedades microestucturales de la emulsion.
Razén por lo que se decidio sustituir el aceite de girasol por el aceite mineral por lo que
se trabajo con la formulacién NMQ-g-H 5g/L a $=0.1, ya que fue menos polidisperso que

la misma emulsion a ¢=0.3.

Tabla 11. 5 Resumen de la estabilizacion de emulsiones usando diferentes fases oleosas

Tratamiento D (3,0) pm Span Potencial zeta | Tiempo de
(mV) cremado
(min)
NGQ-g-H 5¢/L 0.3 0.860+0.024 0.955 = 0.007 8.440 + 0.035 720
a a b
NGQ-g-H 5¢/L 0.1 1.090+ 0.010 1.720+ 0.090 0.853+ 0.160 12
b c a
NMQ-g-H 5¢/L 0.3 1.440% 0.050 1.820£ 0.090 9.140+ 1.990 480
b c b
NMQ-g-H 5g/L 0.1 2.770+ 0.390 1.280£ 0.010 1.080£ 0.670 470
C b a

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)

Para todos los casos, las emulsiones sufrieron un proceso de cremado debido a la
inestabilidad del sistema (Delgado, 2008).
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11.4.2 PVA como cotensoactivo

Debido a los resultados obtenidos en el experimento 11.4.1 y dado la poca
estabilidad de las emulsiones, en 2010 Hoon Oh, et al., reportaron el uso de una mezcla
de tensoactivos (Tween20:Tween80) y de Polivinil alcohol (PVA) como cotensoactivo,
en una relacion 5:1. Mientras que en el mismo afio Sharma et al., reporto el uso de 3%

PVA para encapsulados de hidrocarburos aromaticos en quitosano-alginato.

Por lo que se propuso el uso de PVA (polimero anfifilico) como cotensoactivo, a
diferentes concentraciones ya que de acuerdo a lo reportado por Aranberri et al. (2006)
el PVA incrementa la viscosidad de las emulsiones, lo que conlleva que la fase continua
impida el movimiento de la fase dispersa, por lo tanto, la probabilidad de que dos gotas
se acerquen y se agreguen. Cuyas variables respuestas fueron el tamafio de gota,

dispersidad del sistema, potencial zeta y tiempo de cremado.

En la tabla 11.6, se observo que los sistemas son polidispersos Yy estuvieron alejados
de la unidad (sistema monodisperso ideal), sin embargo en las concentraciones de 10g/L
y 100g/L no hubo deferencia significativa entre ellas. Se observd que el potencial zeta se
incremento en este bioensayo donde el tratamiento a 100g/L fue el que reportd un valor
mayor. En las micrografias de las emulsiones (Fig. 11.12) se observé que los tamafios de
las gotas son muy variados, por lo tanto cuando se acercaron las gotas de estas se
agregaron, llevando con ello la separacion de las fases. Por lo tanto se decidio trabajar
con 100g/L PVA ya que fue el sistema con mayor tiempo de cremado.

Tabla 11. 6 Resumen de la estabilizacion de emulsiones con PVA como cotensoactivo

Porcentaje de D (3,0) Span Potencial zeta | Tiempo de
Estabilizante (nm) (mV) cremado
(min)
10g/L PVA 1.32+0.07 | 2.12+0.07 18.9+0.79 30
a a b
30g/LPVA | 1.35+0.00 | 2.53+0.10 17.66 £ 0.61 20
a b b
50g/L PVA 1.37£0.02 251+£0.14 15.00£0.70 24
a b a
100g/L PVA | 1.37+£0.40 2.2 £0.09 22.3+0.33 38
a a c

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)
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10 g/L PVA 30 g/L PVA 50 g/L PVA 100 g/L PVA
Fig. 11. 11 Micrografias de la polidispersidad de las emulsiones (100x) usando PVA como cotensoactivo.

11.4.3 Uso de diferentes emulsionantes

Debido a los resultados obtenidos en el bioensayo 11.4.2, se seleccioné una mezcla
de emulsionantes, esto recomendado por Mufioz et al. (2007) quienes optimizaron las
mezclas de los emulsionantes a través de su balance hidrdfilo lipéfilo (HLB). Los
emulsionantes son de naturaleza anfifilica, pero pueden tener una mayor o menor
tendencia a solubilizarse en medio oleoso o0 acuoso, dependiendo de la importancia
relativa de sus grupos hidréfilos (cabezas polares) e hidrofobos (cadenas largas
hidrocarbonadas, C > 12). Si el emulsionante tiende a ser soluble en agua sera util para
formar emulsiones O/W. ElI HLB indica la tendencia dominante, hidréfila o lipofila del
emulsionante en una formulacién. Los emulsionantes con numero HLB comprendido

entre 8 y 18 se recomiendan para formar este tipo de emulsiones (St. Angelo, 1989).

Hoon Oh, et al., 2010, reportaron el uso de una mezcla de emulsionantes entre
Tween20:Tween80 (con HLB de 16.7 y 15 respectivamente), por lo que se propuso
trabajar con la mezcla de emulsionantes para mejorar la estabilidad de emulsiones O/W
Las variables respuesta fueron el tamafio de gota, dispersidad de sistema, potencial zeta

y tiempo de cremado.

Para este bioensayo existio diferencia significativa (p<0.05) para los tamafios de gota
y el potencial zeta. Siendo la de menor tamafio la mezcla emulsionante 70g/L Tween20
: 30g/L Tween80, y el mayor para la concentracion 90g/L Tween20 : 60g/L Tween80.
En cuanto a la polidispersidad no hubo diferencia significativa (p>0.05) y ninguno
estuvo cerca de la unidad por lo que no tuvimos sistemas homogéneos, tal como se
observd en las micrografias de la Fig. 11.12. Para el potencial zeta se observaron 2
grupos diferentes siendo la emulsién de la mezcla 60g/L Tween20 : 40g/L Tween80 con

un mayor potencial zeta. Para el tiempo de cremado todas las formulaciones resultaron




cremadas, siendo la emulsion con 90g/L Tween20 : 60g/L Tween80 la que prolongd

este tiempo, ya que hubo separacion de fases a los 45 min de su preparacion (Tabla

11.7).

Tabla 11. 7 Resumen de la estabilizacion de emulsione usando diferentes emulsionantes

Concentracionde | D (3,0) pm Span Potencial Tiempo de
emulsionante zeta cremado
(mV) (min)

70g/L Tween20 — | 1.280 + 0.005 | 1.930+0.090 | 6.050+ 0.330 35
30g/L Tween80 a a a
60g/L Tween20 — 1.340+ 0.010 | 2.280+0.340 | 22.400+1.210 30
40g/L Tween80 b a b
90g/L Tween20 — 1.390+ 0.10 | 1.930+0.020 | 20.100+1.300 45
60g/L Tween80 c a b

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)

70g/L Tween20 :
30g/L Tween 80

60g/L Tween20 :
40g/L Tween 80
Tabla 11. 8 Micrografias de la polidispersidad de las emulsiones (100x) usando diferentes emulsionantes

ey .

90/L Tween20 :

60g/L Tween 80

Por lo tanto, la emulsion mas estable fue la emulsidn que tuvo como fase dispersa el

aceite mineral con una fraccion masica de 0.1, Tween80 como emulsionantes 90g/L

Tween20 : 60g/L y como cotensoactivo 100g/L PVA. Esta emulsion fue aplicada sobre

frutos de xoconostle dulce, ya que debido a la época de cosecha no fue posible hacerlo

en pitaya, pero si en este fruto que pertenece a la misma familia y género.




11.4.4 BIOENSAYO 5

Se determiné la pérdida fisioldgica de peso del xoconostle dulce a lo que obtuvo
diferencias significativas (p<0.5) entre los tratamientos, resultando 3 grupos diferentes
por la prueba de medias LSD, siendo el primer grupo NMQ-g-H 5g/L y Q 5g/L, en el
segundo grupo el control y Q-g-H 5¢g/L y en el ultimo grupo H 10g/L (Fig. 11.13), a
pesar de que no existe reporte (ScienceDirect y Web of science) sobre la aplicacion de
recubrimientos sobre estas cacticeas se observd la misma tendencia que con la
aplicacion de los recubrimientos sobre la pitaya, obteniendo que la funcionalizacion de
Q no logré mejorar la PFP de los frutos, comparado con el control lo que podemos
atribuir a la baja concentracion de Q y alta concentracion de H por lo que este
recubrimiento es hidrofilico permitiendo mayor permeabilidad al vapor de agua (Alonso
et al., 2010; Nicio, 2011) , comparado con el recubrimiento de Q y de NMQ-g-H 5g/L,
cuyo aceite le confiere hidrofobicidad evitando la permeabilidad al vapor de agua
(Kester y Fennema, 1986; Ramos et al., 2010).

5 _
C
—— Control
—e— Q5g/L b
4 —v— H10g/L
—A— Q-g-H 5g/L a
NMQ-g-H 5g/L T

3 1 1
[
LL
%
>
2_
1_ 7
0/ T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (d)

Fig. 11. 12 PFP de los frutos con los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacion miltiple de medias LSD
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Por lo que podemos concluir que los mejores tratamientos son el Q y la NMQ-g-H
5¢/L, ya que lograron que los frutos perdieran menor PFP y con la nueva formulacion
de la emulsion se logrd eliminar el efecto de la prooxidacion, como se observa en la
fotografia (Fig. 11.13).

Tratamiento de NMQ-g-H 5g/L —
To Tratamiento de NMQ-g-H 5g/L

Tf

Fig. 11. 13 Fotografias de tratamientos NMQ-g-H 5g/L al inicio y final del bioensayo.

De igual manera que en la Tabla 11.8, se obtuvo el porcentaje de unidades infectadas
sobre los frutos a los 12 dias de la aplicacion de los recubrimientos, siendo todos los
tratamientos menor al control, por lo que pudimos concluir que existio efecto
antimicrobiano de los tratamientos, donde el Q-g-H 5¢g/L fue el tratamiento que no
obtuvo unidades contaminadas (posiblemente debido al acomodo de las cajas durante el
almacenamiento ya que en los bioensayos anteriores si hubo contaminacién por
hongos), seguido de Q 5g/L. Con este bioensayo se corroboré una vez mas el efecto
antimicrobiano del Q y del N (Marmol et al., 2011; Brahmachari, 2004; Girish y
Shankara, 2008).

Fig. 11. 14 Unidades infectadas por hongos a 12 dias de la aplicacion

Tratamiento %Unidades
infectadas
Control 33.3
Q 5g/L 11.1
H 10g/L 22.2
Q-g-H 5¢/L 0
NMQ-g-H 5g/L 22.2
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11.5 FASE 3: ESTABILIZACION DE EMULSIONES

Dado que la estabilizacién de la emulsién no era la 6ptima, se buscd un sistema
cuyas propiedades permitieran tiempos de cremado prolongado, idealmente se buscan
sistemas con pequefio tamafio de gota, monodispersos, y con alto potencial zeta, sin
embargo generalmente este sistema no se logra conseguir. Para ello, Nitcharacter (2014)
afirmé que la polidispersidad de una emulsion depende de la técnica de homogenizacién
empleada, y que el factor mas importante que afecta al potencial zeta es el pH, por lo
que en este Ultimo rubro la medicion del potencial zeta a diferentes pH nos proporciond
informacidn acerca de la estabilidad de su sistema, por ejemplo, nos dio el valor del
punto isoeléctrico (pH al cual el potencial zeta es cero y es el punto donde el sistema es

menos estable).

Segun los reportes de Espinoza et al. (2009) y Pérez (2011), quienes propusieron el
uso de goma ardbiga (GA) y goma de mezquite (GM) respectivamente, para la
estabilizacion de emulsiones a base de quitosano, se decidid6 usar GM, como
estabilizante ya que los usados hasta el momento (Tween) fueron de bajo peso
molecular por lo tanto no fueron capaces de emulsionar con el biopolimero, ademas que
estos y segun lo reportado por Kargar et al. (2010) el uso de Tween puede aumentar la
tasa de oxidacion de los aceites debido que tiene una capacidad para formar una capa
interfacial de bajo espesor alrededor de las gotas de aceite.

Se determind el potencial zeta a diferentes pH de los materiales usados y propuestos
para la formulacion de la emulsion, obteniendo como resultados (Fig. 11.15) que Q
disminuye su potencial zeta a medida que el pH se incrementaba, contrario a lo que
ocurrioé con la GM, también se determinaron estos valores para el Q-g-H a lo que se
obtuvo que independientemente a los valores de pH el potencial zeta se mantiene
cercano a cero, por lo que esto fue la principal limitante para la estabilizacion de la
emulsion ya que con ello se perdid la funcionalidad para anclarse en la interfase, por lo
que para los proximos bioensayos se decidio trabajar solo con el Q nativo, ya que es el

biopolimero de interés por sus propiedades antimicrobianas.
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Fig. 11. 15 Perfil de cambios del potencial zeta de Q, GM y Q-g-H a diferentes pH.

Se construyeron graficas de potencial zeta contra pH y a partir de éstas se determin6
el valor de pH donde existe la maxima diferencia estequiométrica de cargas

electrostaticas entre los Q y GM, este valor se registré a 4.5 de pH.

11.5.1 Goma de mezquite como estabilizante.

Ruiz (2004) y Rendon et. al. (2010), propusieron una relacion de 100g/L GM : 6g/L
Q, mientras que Pérez (2011) sugiri6 una relaciéon de 100g/L GM : 4g/L Q, ambos

obtuvieron una emulsion estable.

Por lo que se establecié una relacion para la emulsion 100g/L GM : 5g/L Q (que
fue la concentracion establecida de Q en la fase in vivo), a dos fracciones masicas
dispersas (¢) de 0.1 y 0.3, cabe mencionar que se ajustd el sistema a un pH de 4.5. Las
variables respuesta fueron: tamafio de gota, polidispersidad del sistema, potencial zeta y
tiempo de cremado. Los resultados de este bioensayo se encuentran resumidos en la
Tabla 11.9.
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Tabla 11. 9 Resumen de la estabilizacion de emulsiones usando GM como estabilizante

Tratamiento 0} D (3,0) Span Potencial Tiempo de
pm zeta cremado (h)
(mV)
100g/L GM : 5g/LQ | 0.1 1.62+0.01 | 6.02+0.19 | -3.88+0.33 15
b b b
100g/L GM : 5g/L Q | 0.3 1.58+0.01 | 2.43+0.11 | -11.20+0.82 30
a a a

Letras representan la comparacidn de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)

En la tabla 11.9, se observo que existe diferencia significativa (p<0.05) para todas
las variables respuesta, donde a traves de la comparacién de medias por la prueba de
Tukey-Kramer se diferenciaron dos grupos, siendo el tratamiento de ¢$=0.1 con el
menor tamafio de gota y el sistema mas polidisperso, la emulsion a $=0.3 tuvo un
potencial zeta mas alejado de cero. Para ambos casos se incrementd el tiempo de

cremado.

11.5.2 Uso de dos métodos de homogenizacion

Hasta este momento la mayoria de las pruebas de las emulsiones presentaron baja
estabilidad, por lo que se decidi6 estabilizar los dos tratamientos, se probaron dos
métodos de homogenizacion (Nitcharacter, 2014) el primero de ellos, fue el ya usado
que consistio en un rotor/estator (ultraturrax) y el segundo por ultrasonicacion, con ellos
se busco disminuir los tamafios de gota, asi como una distribucién de las mismas para

sistemas mas homogéneos (Pérez et al., 2002).

El primer método consté de un conjunto de un rotor de dos palas y un estator
vertical o ranuras inclinadas alrededor de la pared del homogenizador; el rotor estaba
alojado concéntricamente en el interior del estator, a medida que el rotor giraba, se
generd un campo de cizallamiento que redujo el tamafio de gota (Maa et al., 1996).
Mientras que el segundo método ultrasonicacion consistio en la deformacion eléstica de
materiales, dentro de un campo eléctrico de alta frecuencia causada por la mutua
atraccion de moléculas polarizadas en el campo (Raichel, 2000), a través de la
cavitacion gaseosa, que se produce en aquellas regiones de un liquido que se encuentran

sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rapidamente (Robles et al., 2012).
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Se propuso, elaborar las emulsiones a las condiciones 100g/L GM : 5 g/L Q a una
relacién masica dispersa (¢ ) de 0.1 y 0.3. Las fuentes de variacion fueron el equipo de
homogenizacién empleado asi como un rango de pH (3, 3.5, 4 y 4.5), las variables
respuesta fueron: tamafio de gota, dispersidad del sistema, potencial zeta y tiempo de

cremado.

11.5.2.11 Homogeneizador rotor/estator

Para el uso del rotor/estator (Ultraturrax) hubo diferencia significativa (p<0.05) para
el tamafio de gota a ¢= 0.1 siendo el mayor tamafo la emulsion a pH de 4.5, sin
embargo no hubo diferencia significativa para ¢= 0.3. Para la variable respuesta
dispersidad y para potencial zeta existio diferencia significativa (p<0.05) entre los
tratamientos siendo la emulsion ¢= 0.1 a pH 4.5 el sistema mas monodisperso que el
resto y también fue quien obtuvo un potencial zeta mas elevado, sin embargo, para
todos los casos las emulsiones no duraron mas de media hora, ya que sufrieron cremado
(Tabla 11.10).

Tabla 11. 10 Resumen de la estabilizacion de emulsiones a diferentes pH por homogeneizador
rotor/estator (Ultraturrax).

Ultraturrax

D(3,0) pm Span Potencial zeta (mV)
pH 0=0.1 =03 ¢=0.1 ¢=0.3 0=0.1 ¢=0.3
3 | 1.67+0.006 | 1.89+0.012 | 5.53+0.365 | 2.36+0.072 | -6.57+1.201 1.59+0.337
a a D b c d
3.5 | 1.65+0.006 | 1.88+0.006 | 3.88+0.14 | 2.22+0.044 | -8.43+0.279 -8.56+0.335
a a C b b c
4 | 1.74+0.078 | 1.94+0.006 | 2.59+0.05 | 2.25+0.032 | -14.66+0.577 | -10.86+0.681
a a B b a b
45 | 5.99+1.309 | 1.95+0.000 | 0.79+0.401 | 1.84+0.012 | -14.93+0.737 | -11.2+0.819
b a A a a a

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)
11.5.2.2 Homogeneizador Ultrasonicacion

Para el caso del uso de ultrasonicacion hubo diferencia significativa (p<0.05) entre
los tratamientos para cada variable respuesta, a lo que se observo (Tabla 11.11), que la
emulsion de ¢= 0.1 y pH 4.5 fue la que tuvo menor tamafio de gota y potencial zeta, y
aunque esta no fue el sistema mas monodisperso (Fig. 11.16), si prolongo el tiempo de

cremado, ya que las emulsiones de ¢= 0.3 son las que se cremaron primero, teniendo
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una duracion menor a 1 hora para los pH 3 y 3.5, 24 horas para el pH 4. Mientras que
las emulsiones a ¢= 0.1 a los pH de 3 y 3.5 no sobrepasaron las 3 horas para cremarse,

48 horas para el pH 4. Sin embargo para ambas fracciones mésicas a pH de 4.5 se

conservaron por mas tiempo.

Tabla 11. 11Resumen de la estabilizacion de emulsiones a diferentes pH por Ultrasonido

Ultrasonicacion

D(3,0) pm Span Potencial { (mV)
Ph 0=0.1 ¢=10.3 ¢=0.1 ¢=10.3 0=0.1 0=0.3
3 1.12+0.006 | 8.66+1.107 | 1.58+0.006 | 1.12+0.002 | -2.61+0.878 1.16+0.394
b b C a c b
3.5 | 1.69+0.982 | 1.15+0.000 | 1.17+0.017 | 1.64+0.01 -14.1+0.7 -14.9+1.709
c a A b b a
4 1.08+0.093 | 1.33+0.006 | 1.42+0.011 | 1.83+0.3 -21.56+0.907 | -16.63+2.684
b a B c a a
45 | 0.393+0.006 | 1.04+0.036 | 1.86+0.005 | 2.83+0.141 | -21.83+0.971 -17.1+0.872
a a D d a a

Letras representan la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)

NMQ-g-H 5g/L (9= 0.1)
Fig. 11. 16 Micrografias de la polidispersidad de las emulsiones (100x).

NMQ-g-H 5g/L (o= 0.3)

Por lo tanto, se observé que las emulsiones elaboradas por ultrasonicacion en general
son sistemas con mayor tamafio de gota y mas homogéneos, a un pH de 4.5 a ¢=0.1 y
0.3 tuvieron mayor estabilidad, por lo que se caracterizaron a lo largo de un periodo de

tiempo ya que con ellos se estimd el tiempo aproximado de cremado (Valdez, 2010).




11.6 CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES
11.6.1 Cinética de cremado

Se calculo el diametro volumetrico a lo largo de 30 dias (Fig. 11.17) con ello se
estimo la velocidad de cremado. Obteniéndose para la emulsion de ¢=0.3 de 0.13cm/d
por lo que se estimd un cremado a 1 mes 15 dias. Mientras que para ¢=0.1 la velocidad

de cremado fue de 0.015cm/d por lo que se estimé un cremado total de 1 afio 2 meses.
1.6 q
1.4 4
1.2 4

1.0 A

D(3,0) pm

0.8 1 —e— D(3,0) um; fi=0.3
D(3,0) pm fi=0.1

0.6 A

0.4

02 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (d)

Fig. 11. 17 Cinética de cremado de la emulsién a lo largo del tiempo.

Dados los resultados obtenidos en esta fase, se decidi6 continuar con la
caracterizacion de la emulsion 100g/L GM : 5g/1 Q a una ¢ de 0.1, porque fue la que
presento mayor estabilidad ya que la coalescencia se disminuyd debido a que el tamafio
de gota mostro menor variacion a lo largo del tiempo. Ademas, la disminucion de la
fraccion mésica dispersa utilizada en esta emulsion es benéfico para el medio ambiente
ya que este aceite es un derivado del petréleo por lo tanto es un contaminante de suelo y
agua (Castro, 2007).
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11.6.2 Eficiencia de encapsulacion

Se determind la eficiencia de encapsulado (%) del aceite de neem, obteniéndose un
valor de 88.5%+0.99, lo que fue un valor aproximado (89%) de lo que reportaron
Rendon et al. (2010) quienes encapsularon aceite de linaza en una matriz polimérica de
100g/L GM : 6g/L Q.

11.6.3. Cambio de color de la emulsién

A lo largo de 20 dias se monitoreo el cambio de color, para observar si este influye
sobre los frutos, a lo que se observo que para la luminosidad (L*) y la saturacion (C*)
no hubo diferencia significativa (p>0.05) a lo largo del tiempo. Sin embargo, para el
angulo de Hue (h) (Fig. 11.18) se observo diferencia significativa (p<0.05), pero a lo
largo del tiempo se mantuvo en la gama de los amarillos. Por lo que una vez aplicado
sobre los frutos estos no debieron cambiar el color de su epicarpio a lo largo de su vida
poscosecha.

94 A

92 1

90 4

88 -

0 5 10 15 2
Tiempo (d)
Fig. 11. 18 Cambio de tono representado por el angulo de Hue (h) de la emulsién a lo largo de 20 d

11.6.4 Liberacioén de azadiractina

Jerobin et. al. (2012), propusieron determinar la liberacién de Azadiractina, por lo
que se determing la absorbancia a 214nm por duplicado de la emulsién durante 20 dias
a diferentes pH. Se obtuvo diferencia significativa (p<0.05) a los diferentes pH (Fig.
11.19), en letras se encuentra la comparacion de medias por la prueba de Tukey-

Kramer. En la gréfica (Fig.11.19), se observé que a menor pH la liberacion fue mas
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rapida, y que en el inicio de este experimento no inicio de origen la liberacion, esto
debido a que existio aceite libre ya que no tuvimos un 100% de eficiencia de
encapsulado como se menciond anteriormente. Por lo tanto, desde los 15 dias la
liberacion se mantuvo constante para el pH 2.5, mientras que para el grupo conformado
por los pH 3, 3.5 y 4 la liberacion se mantuvo constante desde los 11 dias. Para el pH de
4.5 se observd que la liberacion fue menor sin embargo existio, esto se lo atribuimos a
la reestructuracion que sufrio la emulsion al tener contacto con el gradiente debido a que
contenia mayor cantidad de agua. Ademas, esto se corrobora con el perfil de potencial
zeta (Fig.11.15) donde el sistema es més estable a un pH de 4.5 ya que a menores pH se
encontré que disminuia el potencial electrostatico de las emulsiones, lo que promovio la

liberacion del aceite.

1.6 -

€
c
<
—
o
o
Q
c
©
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(@]
3 —
< — - —
e
—— A —— pH4
0.2 pH 4.5
0.0 T T T T T
0 5 10 15 20

Tiempo (d)
Fig. 11. 19 Liberacion de Azadiractina por efecto de pH a lo largo de 20 d, donde las letras representan
la comparacion de medias efectuada por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.5)

11.6.5 Espectrometria de infrarrojo FTIR-ATR

Se realizo la espectrometria de infrarrojo ATR-FTIR con el objetivo de observar
la presencia grupos funcionales del aceite de Neem, GM y Q en la emulsion se
observaron los picos en 2922 y 2852 cm™ correspondientes a un anillo aromético y a un

grupo alifatico C-H, respectivamente. Donde el grupo aromaético correspondié a la
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azadiractina. Para el aceite de Neem se observaron bandas en 1744 cm™
correspondientes a un acido carboxilico (COOR) (Jerobin et. al., 2012; Bage et. al.,
2012). Para la emulsion, a una frecuencia de 3336 cm-* se observé la presencia de un
grupo O-H perteneciente a la GM, mientras que hay una banda de a 1590 cm™
correspondiente a la amina del Q (Nicio, 2011) (Fig. 11.20).
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Fig. 11. 20 Espectros infrarrojo FTIR-ATR de N, Emulsion, Q y GM, para observar la presencia de
azadiractina al inicio del bioensayo de liberacion.

En esta imagen se muestra la emulsion en el tiempo cero, y las emulsiones a los
diferentes pH después de 20 dias a lo que se observo que todos los picos estuvieron
presentes del dia 0 al 20. Y que los picos caracteristicos de la azadiractina (2922 y 2852
cm™) se mantuvieron lo que nos indica que el principio activo se liber6 de manera

prolongada con el tiempo y que este no sufrié degradacion (Fig. 11.21).
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Fig. 11. 21 . Espectros infrarrojo FTIR-ATR de Emulsién, a diferentes pH para observar la presencia de
azadiractina al final del bioensayo de liberacidn.

11.6.6 Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La WVP por sus siglas en inglés se midié a 10+5°C, simulando las condiciones de
almacenamiento de los frutos, en donde la HR de la celda de prueba fue de 30%
correspondiente a la humedad promedio que tiene el estado de Oaxaca (donde se
aplicaron recubrimientos en los bioensayo in vivo del 4), mientras la humedad de la
camara ambiental fue la humedad promedio en el refrigerador (75%), también se llevo a
cabo la prueba invirtiendo el gradiente de humedad con lo que se observo el

comportamiento de los recubrimientos.

Se observo una relacion directa entre el peso de las peliculas y su espesor. Los
factores que determinaron el espesor de las peliculas, fueron la composicion de la
solucion formadora de pelicula, la cantidad de solucién afiadida a las placas y el area
superficial de las mismas (LOpez, 2013). Las peliculas de Q empleado tuvieron un
espesor de pelicula 0.035+0.01 mm, mientras que la GM tuvo un espesor de
0.354+0.01 mm mientras que la emulsion (NMQGM) tuvo un espesor 0.367+£0.15 mm.

Los valores de espesor fueron importantes ya que se observé un efecto debido a éste
en la WVP; se observé que a medida que el espesor de la pelicula aumentaba, se

incrementaba la resistencia a la transferencia de masa a través de ella, en consecuencia,
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la presion parcial de vapor de agua de equilibrio en la superficie inferior de la pelicula

se incremento (Bertuzzi et al., 2002).

a) WVF Gradients HR 7520 B b) WPV Gradiente HR 3075

WYE gmm fm” b kPa)
WY P g mm dm b kPE)

i

()

s

ﬁ
= DA
TaEment Traamiznto

Fig. 11. 22 Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de peliculas de Q, NMQGM y GM en gradiente de
humedad relativa (HR): a)HR 75/30 y b) HR 30/75. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias Tukey-Kramer.

Existid diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05) a ambos gradientes,
siendo el Q el que obtuvo menores valores 5.82x10™ mm/m? h kPa para gradiente 75/30,
y 7.17x10° mm/m? h kPa para gradiente 30/75% (Fig. 11.22). La WV/P de las peliculas
de Q se encontraron por debajo de las reportadas por Di Pierro et al. (2011), con valores
de 0.0167g mm/m? h kPa para un gradiente 0/100% y por debajo de los valores que
reportd Lopez (2013) 6.96x10™ mm/m? h kPa para un gradiente 22/75% y 1.53x107
mm/m? h kPa para un gradiente 75/22%. Sin embargo, a pesar de que existen en la
literatura valores de WVP reportados para peliculas de Q, no son comparables en su
totalidad ya que se ha demostrado que la permeabilidad de las peliculas hidrofilicas esta
relacionado directamente con el gradiente de HR (Miranda et. al., 2003), por lo tanto es
necesario que los valores reportados concuerden con las condiciones del bioensayo. En
la literatura no existe reportes sobre la WVP de peliculas con GM en este bioensayo
obtuvimos 6.4x10* g mm/m? h kPa para gradiente 75/30, y 3.52x10* g mm/m? h kPa
para gradiente 30/75%. Finalmente, Ruiz (2004) reporté que WVP para una emulsion
(conformada con 10%GM, 0.6%Q, cera de candelilla y aceite mineral) fue de 0.1g
mm/m? h kPa a 25°C, que son valores mas elevados de los que obtuvimos para las
peliculas de la emulsién 3.54x10* g mm/m? h kPa para gradiente 75/30, y 3.32x10™ g

mm/m? h kPa para gradiente 30/75, esta variacion pudo deberse al gradiente de
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humedad relativa, temperatura y propiedades fisicoquimicas de las peliculas. Sin
embargo, y contrario a lo esperado, la emulsion tuvo mayor WVP que el quitosano lo
que se pudo atribuir a la alta concentracion de GM y su naturaleza hidrofilica (Ruiz,
2004).

En resumen, una vez que se caracterizo la emulsién mas estable se evaluo su efecto
sobre pitaya, comparando entre los mejores tratamientos en las fases in vivo sobre
xoconostle dulce (NMQ-g-H 5g/L y Q 5g/L), y se decidié comprobar el efecto Q a una

menor concentracion y de Q comercial, obteniéndose los resultados siguientes:

11.7 BIOENSAYO 6

11.7.1 Pérdida fisiolégica de peso

Se observo diferencia significativa (p<0.5) entre los tratamientos, logrando NMQ-g-
H 5¢/L y Q tanto el B-Q como el comercial lograron prolongar la vida poscosecha de
los frutos, siendo esta emulsion y el Q 5g/L los que redujeron la PFP de los frutos al
final de este bioensayo, ya que el control solo logré una vida poscosecha de solo 8 dias,
lo cual es consistente con lo obtenido en el bioensayo 4. Sin embargo, los tratamientos
con GM prolongaron solo por un corto tiempo la vida poscosecha (8d), debido a que la
goma es muy suceptible a hongos porque su estructura contiene azucares simples (L—
arabinosa, L-ramnosa, f/—D-glucuronato y 4-o-metil-p—D—glucuronato) y cadenas
laterales de oligosacaridos (Pérez et al., 2011) que pueden ser aprovechadas como
sustrato (Fig, 11.23).

En cuanto a los tratamientos con y sin emulsion hubo diferencia significativa entre
ellos (p<0.05) los 8 dias del bioensayo, donde los frutos recubiertos con emulsiones
perdieron menor peso en promedio debido a que presentaron una baja polaridad lo que
presentd una escasa permeabilidad al vapor de agua (Kester y Fennema, 1986; Ramos et
al., 2010), sin embargo al final del bioensayo no existi0 diferencia significativa
(p>0.05) entre los frutos recubiertos o0 no con emulsion, lo que se podria atribuir a su

baja estabilidad, lo cual fue consistente con el bioensayo 4.
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Fig. 11. 23 . PFP de los frutos con los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién maltiple de medias LSD

111.7.2 Color

Para el color no existié diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.05) para
ninguna de las variables respuesta. Obteniendo que todos los tratamientos fueron

similares a los frutos control en luminosidad (L), tono (h) y matiz (C*).

Como se muestra en la Fig. 11.24, se observé que no hubo diferencias en los
epicarpios tratados y el control para cada variable respuesta, por lo tanto, el fenémeno
de prooxidacion que posiblemente fue causado por el aceite de girasol (Kargar et al.,
2010) fue eliminado.
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Fig. 11. 24 Cambio de color en los frutos con los tratamientos y el control del bioensayo 6.

11.7.3 Firmeza

Hubo diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05) a los 8 y 12 d del
bioensayo, siendo ambas emulsiones, GM y el Q 5g¢g/L los que mantuvieron mayor
firmeza que el control, a los 8d de la aplicacién de los recubrimientos (Fig. 11.25). De
acuerdo a El Ghaouth et al., (2000) los recubrimientos de Q afectan significativamente
la respiracion y la sintesis de etileno, conservando la firmeza por modificaciones de

ambos procesos.

A los 12d se observa que la emulsion NMQ-g-H 5g/L conservd mayor firmeza esto

concuerda con lo obtenido en la PFP ya que fue de los mejores tratamientos, por lo que
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al perder menor cantidad de agua, el proceso de ablandamiento fue menor (Reardon,
2010).
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Fig. 11. 25 Firmeza de los frutos con el control y Ioseraga)mientos. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacion maltiple de medias LSD.

11.7.4 Unidades infectadas

Para este bioensayo los frutos no fueron lavados sino que se recubrieron
directamente a peticion de los productores, ya que estos frutos se producen en zonas
aridas y semi-aridas por lo que hay escasez de agua. No obstante la microflora natural
de los frutos, permitieron comprobar el efecto antimicrobiano del Q nativo o
funcionalizado con H y N, donde todos lograron reducir drasticamente la contaminacién
por hongos tal como lo reporta Marmol et al. (2011), Brahmachari (2004), Girish y
Shankara (2008). También se observo que el Q B-Q, tuvo mayor efecto antimicrobiano
que el Q comercial, debido a que el primero tuvo un bajo grado de acetilacion (12.78%)
mientras que el comercial tuvo mayor cantidad de grupos acetilo (18.42+1.04%DA)
(Corona, 2013). Sin embargo, en los recubrimientos donde estuvo presente la GM se
contaminaron debido a que como se menciond anteriormente los azucares que posee
fungieron como sustrato (Pérez et al., 2011), estos tratamientos presentaron el mismo
%UIl que el control a los 7 dias por lo que a los 8 dias se tuvieron que retirar las

unidades experimentales (Tabla 11.12).
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Tabla 11. 12Unidades infectadas por hongos a los 7 y 12d

Tratamiento %UlI %UlI
7d 12d
Control 83.3 100
Q 2.5¢/L 33.3 66.7
Q 5¢/L 33.3 50
NMQ-g-H 5g/L 50.0 83.3
NMQGM 5¢g/L 83.3 100
GM 5g/L 83.3 100
QC 5g/L 33.3 83.3

11.7.5 pH

Campos et al. (2011), mencioné que el pH de una pitaya roja es de alrededor de
4.7+0.37, lo cual concuerda con los valores obtenidos al inicio del bioensayo donde se
obtuvo un pH de 5.2+0.1. Se observo que hubo diferencia significativa (p<0.05) entre
los tratamientos siendo el QC 5g/L el que presento una disminucion de pH,
posiblemente debido a una baja en la actividad respiratoria (Garcia et al., 2013) los
tratamientos Q B-Q a ambas concentraciones y NMQ-g-H 5g/L mantuvieron el pH

desde el inicio hasta el final del experimento (Fig. 11.26).
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Fig. 11. 26 pH de los frutos con el control y los tratamientos. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién multiple de medias LSD
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11.7.6 Sdlidos solubles totales (SST) y Acidez total titulable (ATT)

En el metabolismo de la maduracién sobresale la sintesis de algunos é&cidos
organicos como citrico, malico, ascorbico, oxalico, fumarico y tartarico. Para la pitaya
se ha encontrado que el méas representativos es acido malico (Garcia et al., 2013;
Gonzélez, 2006). Usualmente, los acidos organicos disminuyen durante la maduracion
debido a la respiracion o su conversion en azucar (Wills et al., 1999). En este Gltimo
ambito, Campos et al. (2011) y Luna & Aguirre (2006) reportaron que los SST pueden

variar dependiendo al zona geogréafica donde se cultive y cosechen las pitayas.

La relacion SST/ATT es importante para el consumo del fruto en fresco (De Souza et
al., 1984; Ramirez et al., 2010), dado que indica la relacion entre el grado de dulzor y
acidez de la fruta. En este estudio, se observd diferencia significativa (p<0.05) entre los
tratamientos en la relacion SST/ATT a los 8d desde la aplicacion de los recubrimientos
donde el control obtuvo un mayor valor de la relacién por lo que este tratamiento fue el
menos acido, mientras que el QC 5g/L fue el mas acido. A los 12 d también hubo

diferencia significativa siendo el Q 2.5g/L el tratamiento con mayor dulzor (Fig. 11.27).
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Fig. 11. 27 Relacidn SST/ATT de los tratamientos y el control. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién multiple de medias LSD
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11.7.7 Cuenta en placa de hongos

Se observa en la Fig. 11.28 que conforme transcurrio el tiempo de almacenamiento el
numero de colonias fangicas (UFC/g) se incrementd lo que concuerda con las unidades
infectadas, ya que la refrigeracion en conjunto con el recubrimiento con Q tuvieron un
efecto fungistatico (No et al., 2007), por lo que tuvieron mayor duracion que el control.
Se observd que los frutos recubiertos con NMQ-g-H 5g/L, fue la que resulto ser el
tratamiento con mayor crecimiento fangico. Esto pudo deberse a que la liberacion del
aceite de neem no fue eficiente durante el periodo de prueba, ya a que el pH de las

cascaras no fueron suficientemente acidos.
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Fig. 11. 28 Cuenta de hongos en el epicarpio de los frutos tratados y el control. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias LSD

11.7.8 Analisis sensorial

Al tiempo inicial, se observa que los frutos control tienen buena aceptacion en cuanto
a la apariencia general, sabor y consistencia de la pulpa, sin embargo, en cuanto a su
aroma son catalogados por los consumidores como indiferente. A los 8 dias se observo

que todos los tratamientos se encontraron en la zona de agrado de la escala heddnica
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para la apariencia general, lo cual es consistente con el control al tiempo cero. Para el
aroma los frutos recubiertos con Q 5g/L se catalogo de la zona indiferente al desagrado,
esto fue contrario a lo obtenido a los 6d en el bioensayo 4; sin embargo de la zona
indiferente a la de poco agrado se encuentran los frutos recubiertos con GM 5g/L; todos
los demas tratamientos se encontraron en la zona de agrado siendo los frutos recubiertos
con NMQ-g-H 5¢g/L el tratamiento con mayor aceptacion. Para el sabor los
consumidores catalogaron a los frutos recubiertos con Q2.5g/L, NMQ-g-H5g/L y
NMQGM5g/L como los tratamientos de mayor agrado, siendo los frutos recubiertos
con GM los que se catalogaron como el sabor muy desagradable, los demas
tratamientos y el control se encontraron de una zona de indiferencia a poco agrado.
Finalmente los consumidores catalogaron los frutos recubiertos con ambas emulsiones
como la consistencia de la pulpa de mayor agrado, y los frutos recubiertos con Q 2.5g/L
como el tratamiento con consistencia desagradable (Fig. 11.29). Por lo que comparando
estos resultados, con el bioensayo 4, se observo que para este caso los frutos recubiertos
con emulsiones fueron los que tuvieron mayor agrado en cada uno de los parametros
evaluados sensorialmente, lo que podemos atribuir a los cambios en la formulacion de

las emulsiones.
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Fig. 11. 29 Evaluacién sensorial alos 0dy 8d de Stenocereus pruinosus, Simbolos Control( =#=);
Q2.5¢/L(~H); Q5g/L( —*); NMQ-g-H 5g/L( —=); NMQGM 5g/L(=#); GM ( =#=1);
QC5g/I( ).

11.7.8 Microscopia electrénica de barrido

En las microscopias electrénicas al inicio del bioensayo (Fig. 11.30) se observd
que el control (Fig. 11.30a) tiene un recubrimiento de cera natural, al igual que la
mayoria de las cactaceas (FAO, 2012) lo que le confiere brillo y resistencia a factores
ambientales. En Fig. 11.30b se observa una areola de pitaya, en su estructura exterior
estd conformada por una serie de espinas llamadas radiales, y de una o mas espinas
centrales; internamente es un cumulo de células indiferenciadas y totipotenciales; es
decir, que no conforman un tejido particular por lo que se pueden convertir en cualquier

elemento de la planta (Yéafez et al., 2009).
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Los recubrimientos de Q y segun lo reportado por Pereda et al. (2014), Saavedra &
Algecira (2010) y Martinez (2009) reportaron que forman superficies lisas y
homogéneas, lo que es comparable con los micrografias obtenidas en la pitaya (Fig.
11.30c, d, e), por lo que fungieron como barrea a factores ambientales, por lo cual
perduraron por mas tiempo la vida poscosecha de los frutos comparado con el control.
Para la GM (Fig. 11.30f), también se observé una pelicula homogénea y lisa, sin
embargo esta es altamente susceptible a contaminantes por lo que no fue mejor al

control, ya que no logro perdurar su vida poscosecha.

Para NMQGM (Fig. 11.30g) se observo que el recubrimiento presento poros en el
epicarpio, sin embargo, la presencia del aceite libre disminuyo la permeabilidad de
agua, por lo que en el dia 8 los frutos con este recubrimiento redujo la PFP de los frutos
comparado con el control, pero al igual que el recubrimiento con GM no se logré un
efecto sinérgico entre los componentes antimicrobianos presentes, por lo que ambos
sufrieron contaminaciones por hongos que disminuyeron la vida poscosecha de la pitaya
(Bautista et al., 2005). Finalmente, en el recubrimiento NMQ-g-H (Fig. 11.30h), se
observé que no fue homogéneo posiblemente debido a la separacion de fases de la
emulsion, exponiendo asi los aceites que le confirieron hidrofobicidad, lo que repercutio

en que este tratamiento logro disminuir la PFP en los frutos (Ramirez et al., 2013) y la

liberacion del aceite provoco un efecto sinérgico con capacidad antimicrobiana.
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Fig. 11. 30. Micrografias electrénicas de recubrimientos al inicio del bioensayo a) Control (200X),
b)Espina (25X), ¢) Q2.5¢/L d) Q5g/L, €)QC5g/L, f\GM5g/L (100X); g)NMQGM 5g/L, h) NMQ-g-H 5g/L
(1000X)
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En la Fig. 11.31, se observan las micrografias obtenidas al final del bioensayo (12d),
de los tratamientos que lograron perdurar la vida poscosecha de la pitaya, se observo
que el Q 5g/L (i) conservo la estructura lisa y homogénea como al inicio del bioensayo
(Pereda et al., 2014; Saavedra & Algecira, 2010; Martinez, 2009). En cuanto la
emulsion NMQ-g-H 5 g/L (j) al final del bioensayo se observé la completa separacion
de fases debido a la inestabilidad del sistema, sin embargo, se observo aglomeracion de
los polimeros y la posible liberacion total de N, por lo que este tratamiento pudo
prolongar la vida poscosecha de los frutos debido a la hidrofobicidad que evito la

permeabilidad de agua (Ramirez et al., 2013), asi como efecto sinérgico de los

compuestos empleados.

Fig. 11. 31 Micrografias electrénicas de recubrimientos al inicio del bioensayo (12d); i) Q5g/L (100X),
j) NMQ-g-H 5g/L (1000X)

En resumen, a pesar que el dltimo recubrimiento en emulsion fue estable, no pudo
prolongar la vida poscosecha de los frutos debido que fue susceptible a contaminacion
por hongos, sin embargo la emulsién NMQ-g-H 5¢/L a pesar de no ser estable una vez
aplicada como recubrimiento logr6 que alargar la vida poscosecha de los frutos, ademas
que elimind el efecto de prooxidacién y sensorialmente fue el mas aceptado a los 8 dias
desde la aplicacion de recubrimientos (11 dias desde la cosecha). EI Q obtenido por el
método B-Q logro mayor efecto antimicrobiano que el Q comercial, lo se pudo atribuir
a que este dltimo tuvo un mayor grado de acetilacion.
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12. CONCLUSIONES

El método de obtencién de Q fue determinante en las caracteristicas del mismo, ya
que la desacetilacion homogénea llevo a la obtencion de Q con un grado de acetilacion
de 12.78%, con un peso de 278.32 kDa.

Se formularon recubrimientos bioactivos a base de Q nativo o funcionalizado con H,
solos 0 en combinacién con N en emulsiones tipo O/W; sin embargo, a pesar de que las
emulsiones fueron inestables estas se aplicaron en diversos bioensayos en la fase in vivo
sobre pitaya y xoconoste dulce, logrando con ello que el Q nativo y las emulsiones
NGQ-g-H, NMQ-g-H (todos a 5g/L) prolongaran la vida poscosecha de frutos.

Pero debido a la baja estabilidad de las emulsiones, se establecieron condiciones de
entrampamiento de N en una matriz biopolimérica conformada por GM y Q, obteniendo
un sistema estable NMQGM (5g/L), al cual se le determinaron eficiencia de
encapsulacion, permeabilidad al vapor de agua y las condiciones de liberacién por

efecto del pH.

Por otro lado, se aplico la emulsion no estable NMQ-g-H (con mejores caracteristicas
para prolongar la vida poscosecha de los frutos), la emulsion estable NMQGM y Q
nativos de origen B-Q y comercial. Los mejores tratamientos fueron la emulsion
NMQ-g-H y el Q nativo de origen B-Q, debido a que estos lograron prolongar las
caracteristicas de calidad en la vida poscosecha de los frutos. Ademas existieron
diferencias entre el uso de Q B-Q y el comercial, debido a que este Gltimo tuvo un
menor efecto antimicrobiano cualitativamente, aunque no cuantitativamente donde no

hubo diferencias significativas.

En este dltimo punto, se requiere un estudio mas profundo sobre las diferencias
estructurales de los quitosanos bioldgico-quimico y comercial, para comprender el
comportamiento una vez que fueron usados como recubrimientos dada la tendencia

obtenida cuantitativamente.

100

——
| —



13. PERSPECTIVAS

Este trabajo propone recubrimientos bioactivos a base de quitosano para prolongar la
vida poscosecha de los frutos de Stenocereus pruinosus y de Stenocereus stellatus
debido a lo perecedero de los frutos, estos no tienen una amplia distribucién comercial.
Esta aportacion abre la posibilidad de realizar diversos estudios para mejorar y aplicar
los resultados obtenidos en la conservacion de la pitaya y xoconostle dulce, debido a

que en este &mbito no existe el uso de recubrimientos bioactivos.

A pesar de que emulsiones en su mayoria no fueron estables, si mostraron buenas
propiedades en su aplicacién in vivo, con lo que se abre una ventana de oportunidad
para mejorar estas formulaciones con quitosano funcionalizado y obtener mejores

resultados.

Ademas, se propone un estudio méas profundo sobre la capacidad antimicrobiana del

quitosano bioldgico-quimico ya que resulto ser mayor, que el quitosano comercial.
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