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Preparacion, caracterizacion de recubrimientos de Lactobacillus plantarum con
quitosano y su aplicacion en la conservacion de la calidad poscosecha de litchi y
rambutéan.

1. RESUMEN

Los frutos no climatéricos de la familia de las sapindaceas, como el litchi y el rambutan, ven
afectada su comercializacion por problemas de pérdida de peso y oscurecimiento del epicarpio,
debido a la degradacion de los pigmentos rojos caracteristicos. El pardeamiento es un proceso
bioquimico favorecido por el cambio de pH v la deshidratacion. Por este motivo se han

implementado tratamientos quimicos de conservacion del color que no obstante su efectividad

no garantizan inocuidad de los frutos al ser un riesgo para la salud humana. Por tanto en el
presente estudio se propone el empleo de recubrimientos comestibles y biodegradables que no
afectan al consumidor. El objetivo del trabajo fue elaborar recubrimientos con polimeros

naturales y bacterias lacticas que mantuvieran el color rojo de los epicarpios de los frutos de
rambutan y litchi. Las aplicaciones en litchi se realizaron tanto en laboratorio como en campo,
éstos ultimos fueron llevados a cabo en las fincas de productores cooperantes en la Region del
Papaloapan en el estado de Oaxaca.

Las caracteristicas funcionales de los componentes de los recubrimientos empleados fueron
aprovechados tales como su actividad antimicrobiana, biodegradabilidad y biocompatibilidad

del quitosano; nematicida y fungistatica del aceite de neem (N); asi como la produccion de
acido lactico in situ de Lactobacillus plantarum (BAL). Se elaboraron diversas formulaciones

con estos componentes variando las concentraciones de 5g/L y 10 g/L, asimismo se modifico
quimicamente el quitosano nativo mediante funcionalizacion con hidroxipropilmetilcelulosa
(Q-g-HPMC) quitosano bioldgico-quimico (Q) y comercial (QC) y BAL las cuales se probaron
libres en combinacion con quitosano B-Q, en coacervados (CoBAL) y en complejos
solubles(QPBAL), los tratamientos de CoBAL formulados con quitosano y pectina en
relacion 1:2 y QPBAL en relacion 1:1, debido a las propiedades del quitosano y la pectina,

el primero de caracter cationico y el segundo anionico. Los tratamientos en emulsion,
disminuyeron la péerdida fisiologica de peso (PFP) de los frutos, sin embargo las demas




variables de calidad medidas como las concentraciones de antocianinas totales, cianidina-3-
rutinésido y catequina fueron bajas, lo cual pudo deberse a la oxidacion del aceite vegetal
utilizado en la preparacion de las emulsiones. Se compararon los quitosanos Q y QC, siendo el
primero el que presentd mejores resultados en la conservacion de la calidad poscosecha de los
frutos. EI mejor tratamiento fue el que contenia a las BAL libres, sequida de COBAL y
QPBAL. Los complejos solubles y coacervados obtuvieron buenos resultados en comparacion
al control pero en algunos bioensayos no hubo diferencias entre estos y el de BAL libre

lograndose extender la vida poscosecha de los frutos hasta 21 dias.

1. ABSTRACT

The non-climacteric fruits of the family Sapindaceae, as litchi and rambutan, are mainly
affected by their weight loss and darkening of the pericarp due to degradation of their
characteristic red pigments. Browning is favored by biochemical changes triggered by pH and
dehydration. The color conservation treatments based on chemical procedures do not
guarantee safety of the fruits for human consumption despite their effectiveness. Therefore, in
this study the use of edible and biodegradable coatings that do not affect the consumer health
are proposed. The objective was to develop coatings with chitosan and lactic bacteria that
maintain the red color of the pericarp in rambutan and lychee fruits. Applications in litchi were
performed both in the laboratory and in the field; the latter were carried out on the farms of

cooperating producers in the Papaloapan Region in the Mexican State of Oaxaca.

The functional characteristics of the components of the coatings were related to their
antimicrobial activity, biodegradability and biocompatibility of chitosan; fungistatic and
nematicide from neem oil (N); and lactic acid production in situ by Lactobacillus plantarum

(LAB). Various formulations were prepared with these components by varying concentrations
of 5g/L and 10 g/L, also the native chitosan was chemically modified by functionalization
with hydroxypropylmethylcellulose (Q-g-HPMC), biological-chemical obtained chitosan (Q)
and commercial (QC) and BAL were also tested along with chitosan free BQ in coacervates
(CoBAL) and soluble complexes (QPBAL), CoBAL treatments formulated with chitosan and

pectin in ratios of 1: 2 and QPBAL at 1: 1 respectively, due to the cationic and anionic




behavior of both polymers. The emulsion treatments decreased the physiological weight loss
(PFP %) of fruits, however other quality variables measured as the concentrations of total
anthocyanins, cyanidin-3-rutinoside and catechin were low, which was attributed to oxidation
of the vegetable oil used in the preparation of emulsions. Chitosans obtained by chemical and
biological-chemical methods were compared; the latter showed the best results in the
conservation of postharvest quality of fruits. The best treatment was using free BAL followed
by soluble complexes and coacervates. Soluble complexes and coacervate treatments
displayed better results than control, even when some bioassays did not show significant
differences among the earlier and free BAL treatment. The postharvest life of fruits was

extended up to 21 days.




2. INTRODUCCION

Los frutos de litchi (Litchi chinensis Sonn) y Rambutan (Nephelium lappaceum L) son frutos
que pertenecen a la familia de las ”Sapindaceas”, ya que estos presentan una vida de anaquel
muy corta (2-3 dias) debido principalmente a la rapida degradacion de los pigmentos que los
hacen poco agradables hacia el consumidor y por ser susceptibles a la contaminacion
microbiana. En los ultimos afios se han implementado técnicas para la conservacion de frutos,
entre las cuales se encuentran los tratamientos quimicos o biolégicos. Los métodos quimicos
que son los mas explotados debido a su eficacia y bajo costo, sin embargo han originado una
problematica ya que ocasionan consecuencias negativas en la salud de los consumidores, asi
como a la generacién de resistencia a los microorganismos fitopatdgenos; de ahi su rechazo en
el mercado internacional, mientras que los biolégicos al provenir de fuentes naturales no
presentan esta desventaja. EI empleo de microorganismos como agentes de control bioldgico,
para solucionar el problema de micro y macro organismos que son patégenos para cultivos,
resulta una tecnologia emergente (Janisiewicz y Korsten 2002), no obstante su efectividad se ve
limitada por la disminucion de viabilidad en los frutos por lo que en este estudio se realizé la
microencapsulacion de BAL, que compiten con microorganismos fitopatdgenos como
levaduras y mohos por el espacio y nutrientes, ademéas de que por su produccion de acido
lactico permite mantener un medio acido en el epicarpio del fruto y con ello reducir la
oxidacion del mismo (Martinez Castellanos et al., 2009; 2011); dichos microencapsulados
contendran BAL y aceite de neem, el cual es utilizado por su efectividad anti fungica en
cultivos, con la finalidad incrementando la vida de anaquel de los frutos, debido a la liberacion

controlada del compuesto activo.

La microencapsulacion se define como un proceso en el cual se realiza un recubrimiento de
pequefias particulas o gotitas de un compuesto determinado o la incrustacion en una matriz
homogénea o heterogénea (Chi-Leung et al., 2012). El compuesto puede ser liberado por
diversos mecanismos como la friccion, la presion u otras condiciones que dependan del disefio
interior de la capsula o de la pared. Esta tecnologia se ha utilizado durante muchos afios en la

industria farmaceutica, ya que estos sistemas se consideran como sistemas de liberacion




controlada de compuestos, tales como aromas, vitaminas, células; asimismo en la agricultura,
para la encapsulacion de pesticidas y fertilizantes, sin embargo también se utilizan polimeros
para formar un revestimiento o complejo el cual cubre al compuesto de interés por la accion de
cargas dando proteccion, ya que en investigaciones anteriores se observan propiedades de
algunos polimeros enfocados a incrementar la eficacia y proveer a los productos caracteristicas
especiales (Ahmadi & Ahmadi, 2007).

La microcapsula consta de un ndcleo rodeado por una pared o una barrera de espesor uniforme
0 no uniforme, que puede estar formado por uno 0 méas polimeros de recubrimiento (Chi-Leung
et al., 2012). Como se sabe, la obtencién de un tipo de estructura depende de las propiedades
fisicoquimicas del principio activo y de los materiales de recubrimiento, estructura u otra asi
como del proceso tecnoldgico elegido.

Entre los materiales empleados se encuentra el quitosano, que es un polisacarido, compuesto de
glucosamina y N-acetilglucosamina obtenido por desacetilacion parcial de la quitina. La quitina
la cual se encuentra en los exoesqueletos del camardn, membrana peritréfica, y los capullos de
insectos. El quitosano varia en cristalinidad, el grado de covalencia al unirse a otros
componentes de la pared celular y el grado de acetilacion debido a sus atributos como la
biocompatibilidad, propiedades de biodegradacion y propiedades bactericidas (Kumar et al.,
2004).




3. MARCO TEORICO

Los frutos de la familia “’Sapindaceas” como el Litchi (Litchi chinensis Sonn) y el Rambutéan
(Nephelium lappaceum L) son frutos no climatéricos, es decir su maduracion no continua
después de que los frutos han sido cosechados o retirados del &rbol, ya que no poseen la
capacidad de producir etileno en grandes cantidades. En el 2013 en México la superficie de
area sembrada de litchi fue de 3,439.73 ha. con una produccién de 19,888.05 ton. y un valor
de 261,746.89 miles de pesos, mientras que para rambutdn fue de 221.5 ha, con una
produccion de 1,860.56 ton y un valor de aproximado de 1,553,299,000 de pesos. No obstante,
su importancia econémica y comercializacion esta limitadas por el rapido oscurecimiento del
pericarpio en un periodo muy corto (2-3 dias) en condiciones ambientales (Zhang., 1997;
Akamine, 1960). Las microfisuras que se producen en los frutos son identificadas
comercialmente como los mayores contribuyentes en la reduccién de su calidad durante el
almacenamiento y su transporte. Estos defectos en el epicarpio producen una rapida pérdida de
masa Yy encarecimiento de las caracteristicas de calidad en los frutos, ademéas de que sirven
como entrada de fitopatdgenos que promueven cambios de pH, lo que conlleva a la oxidacion
de las antocianinas presentes (Jacuinde, 2009).

La utilizacién del SO es un tratamiento quimico que hace a perdurar el color de frutos de litchi

ya que forma un complejo con las antocianinas, estabilizdndolas, evita el crecimiento de
microorganismos y limita la actividad de la enzima polifenoloxidasa (PPO). Sin embargo, el
uso de este quimico a elevadas concentraciones (1-1.5%) origina una decoloracién total e
irreversible de las antocianinas, mientras que a menores concentraciones (500-2000 ppm)
reacciona con el catién flavilo, formando un complejo de adicién incoloro. (Sivakumar, et al.,
2007). Esto tiene un impacto negativo sobre la inocuidad de la fruta y el medio ambiente
debido a que el consumo de sulfitos puede ocasionar reacciones alérgicas en los consumidores

y requiere tratamientos de inmersion con acidos lo que produce efluentes contaminantes.




Los cambios que se ven asociados a la madurez de los frutos y que se pretenden contrarrestar
se relacionan con el cumplimiento de los gustos exigidos por el consumidor, entre los
parametros fisico-quimicos mas representativos se encuentran:

Ya que los azucares son los componentes mayoritarios de solidos solubles que hay en el en el
zumo de la fruta, por eso el contenido de sélidos solubles (SST) estima el contenido de
azucares en la muestra, muchos frutos no climatéricos deben tener un contenido minimo de
SST para ser cosechados (Silva et al., 2003).

La acidez titulable (AT) mide el contenido de los &cidos organicos tales como citrico, malico,
oxalico vy tartarico, es componente del sabor y tiende a disminuir a medida que el fruto
madura.

La firmeza y el color son los principales parametros para estimar el grado de madurez de un
fruto. La firmeza se usa principalmente como indice de cosecha y es medido con instrumentos
que registran la fuerza necesaria para una determinada deformacion o resistencia a la
penetracion de un émbolo de dimensiones conocidas. Por su parte, el color es el cambio mas
notorio en las frutas de clorofilas a los pigmentos naturales de los frutos, el litchi y el
rambutan contienen pigmentos en el epicarpio que le dan el color rojo, cianidina-3-rutindsido
y cianidina-3-glucosido y malvidina-3-acetilglucésido, el primero en mayor concentracién
(Lee & Mimbre, 1991). EIl color se mide empleando colorimetros que describen la coloracion
del fruto determinando los parametros L* (luminosidad de negro a blanco), a* (de rojo a
verde) y b* (de amarillo a azul).

Cr= ()2

Donde C* croma es la saturacion del color, la relacion que existe entre los parametros de a 'y
b

h*= arctg (b/a)

Donde h*(angulo de hue), es el tono de color, que nos muestra en que parte del plan se
encuentran los puntos a* y b* (Figura 3.1)




Espacio de color CIE L*C*h*

Luminosidad
L*=0-100

Croma
C*=0-100

Tono (h*) =S Tono

P B
41

Figura 3.1. Relacion de CIE L*a*b* con L* C* h

Las antocianinas son flavonoides con un grupo flavilo formado por un anillo de benzopirano
unido a un anillo fendlico (Figura 3.2), que al igual que otras sustancias polifendlicas. Se
encuentran en la naturaleza en forma de glicésidos formados por sus correspondientes
agliconas (antocianidinas) unidas a un azucar por medio de un enlace B- glicosidico representan
el grupo més importante de los pigmentos hidrosolubles que brindan las tonalidades azul, rojo y
morado en gran cantidad de flores y frutos, los monosacaridos comunes son D-glucosa, D-
galactosa, L-ramnosa, D-arabinosa, D-xilosa o también oligosacaridos como gentobiosa,

rutinosa y soforosa que pueden unirse en las posiciones Ry y Ry ( Krasaekoopt et al., 2004).

Las tonalidades dependen de los sustituyentes quimicos que contengan y la posicion de éstos
en el grupo flavilo, si se aumentan los hidroxilos de los anillos fendlicos se intensifica el color
azul, mientras la introduccién de grupos metoxilos provoca la formacion de rojos. Poseen
diferentes funciones en la planta como son la atraccion de polinizadores para la posterior
dispersion de semillas, la proteccion de la planta contra los efectos de la radiacion ultravioleta y
contra la contaminacién viral y microbiana (Buta, 2007; Macheix, 1991; Leyva, 2009).
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Figura 3.2. Estructura general de las antocianinas (Durst & Wrolstad, 2001).

La acidez tiene un efecto protector sobre la molécula (Figura 3.3). En soluciones acuosas a
valores de pH inferiores a dos, basicamente 100% del pigmento se encuentra en su forma mas
estable o de ion oxonio o cation flavilio (AH+) de color rojo intenso. A valores de pH mas altos
ocurre una pérdida del protén y adicion de agua en la posicion 2, dando lugar a un equilibrio
entre la pseudobase carbinol o hemicetal (B) y la forma chalcona (C), o de cadena abierta.
Tanto el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y bastante inestables. A valores de
pH superiores a 7 se presentan las formas quinoidales (A, A-) de color pdrpura que se degradan
rapidamente por oxidacién con el aire (Hutchings, 1999).
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Figura 3.3 Estructura de las antocianinas en diversos valores de pH (Coultate, 1984)

Por otra parte, existen diversas alternativas comerciales para conservar la calidad de frutos,
dentro de los cuales se encuentran los recubrimientos a base de quitosano debido a que es un

compuesto no toxico, biocompatible, biodegradable, antimicrobiano y filmogénico. Por estas
caracteristicas se ha aplicado en la conservacion de las caracteristicas de los frutos, también se

estudiado combinado con microorganismos, los cuales controlan el desarrollo de

microorganismos fitopatdgenos, entre los microorganismos utilizados se encuentran hongos,
bacterias y levaduras (Yafiez-Mendizabal, 2012), como Trichoderma harzianum en rambutan
(Sivakumar et al., 2000); Bacillus en nectarina (Yafiez-Mendizabal, 2012); Lactobacillus
plantarum en rambutan y litchi (Martinez-Castellanos et al 2009; Martinez-Castellanos et al.,
2010). Las bacterias lacticas pueden ser utilizadas como alternativa para la eliminacion de

tratamientos quimicos como la fumigacion con didxido de azufre (SOj) e inmersion en

soluciones &cidas (Sivakumar et al., 2007) en litchi y rambutan, ya que el &cido permiten
mantener el pH del epicarpio lo que favorece a la estabilidad de los pigmentos.

Entre las nuevas tecnologias la liberacion controlada de activos en un sistema se utiliza polimeros
en forma de micro y nanoparticulas de interés en la agroindustria ya que muchos de los principios
activos utilizados no son solubles en sistemas simples como son soluciones acuosas. Entre los
trabajos que buscan obtener sistemas de liberacion controlada de compuestos bioactivos en
aplicaciones agricolas (Ahmadi, 2007; Bin Hussein et al., 2009; EI Bahri y Taverdet, 2005, 2007,
Grillo et al., 2010; Hirech et al., 2003, Li et al., 2010; Lobo et al., 2011; Silva et al., 2010; Singh et
al., 2008, 2010), se ha encontrado que los materiales empleados incluyen silice, bentonita y
sepiolita arcillas, y sustancias poliméricas tales como alginato, lignina y polimeros sintéticos (Lobo
et al., 2011). Dichos sistemas de liberacion se basan en la obtencion de sistemas dispersos

(emulsiones), los mas utilizados son los formados por agua aceite (O/W), aunque dentro de las
dobles existen las agua aceite agua (W1/O/W>) y aceite agua aceite (O1/W/O>), con estos sistemas

se busca obtener un sistema de liberacion controlada que puede estar basado en la encapsulacién de
un principio activo en una emulsion que puede ser sencilla o multiple donde el principio activo se

encuentre rodeado de una pelicula interfacial y
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una fase inmiscible que bajo estimulos especificos del ambiente como la temperatura, fuerza
iGnica, etc., permita la liberacion del principio activo a velocidades controlada.

También hay otros sistemas los cuales se forman por la interaccion de polimeros los cuales dan
la proteccion, cuando la interaccion es total en el sistema se forma un precipitado
(coacervados), la coacervacion es un procedimiento de recubrimiento relativamente nuevo,
fendmeno que esta asociado con las sustancias coloidales, donde el sistema coloidal esta
constituido por dos fases, una liquida soluble en el sobrenadante y otra rica en biopolimeros
(Dong et al., 2011).

Se distinguen dos tipos de coacervacion, la denominada coacervacion simple y la coacervacién
compleja, la coacervacion simple se produce cuando se tiene un polielectrolito y al agregarse
sales se llega a la neutralidad y forma el precipitado, lo que provoca la separacion de dos fases,
una que contiene una alta cantidad de la sustancia coloidal y otra una muy baja proporcion de la
misma. La coacervacién compleja se obtiene cuando reaccionan dos sustancias de tipo coloidal
produciendo un complejo que reacciona en su totalidad y precipita, mientras que también se
pueden formar complejos solubles donde estas cargas no interaccionan en su totalidad y forma

complejos gque son solubles en todo el sistema (Esquivel, 2013).

Para la formacion de microencapsulados, complejos solubles y coacervados se emplean
diversos compuestos entre ellos los polisacaridos. Estos son polimeros naturales versatiles
debido al amplio espectro de propiedades quimicas, fisicas y funcionales que confluyen en los
organismos vivos, tales como conferir estructura, almacenar energia y otras funciones mucho
mas especializadas, tales como reconocimiento y adhesion en células eucariontes, sefializacion
y activacion de procesos de resistencia en plantas, formacién de biopeliculas en
microorganismos, entre otras. A pesar del elevado tonelaje de polisacaridos que se utilizan
como materias primas en las industrias de fibras, textil, papel y alimentos (p. ej. derivados de
celulosa y almidones) hay cada vez mayor evidencia que sugiere que ciertas familias de
polisacaridos poseen propiedades funcionales tales que pueden ser explotadas en otros sectores
industriales especializados como el biomédico, cosmético y farmacéutico. Es especialmente

relevante que algunos de estos biopolimeros combinan propiedades fisicoquimicas como la
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capacidad de formar sistemas tipo hidrogeles, micro y nanoparticulas, con propiedades
biolégicas como la bio y mucoadhesividad que en su conjunto los hacen particularmente
atractivos en la ingenieria y disefio de materiales empleados en ciencias de la salud (Goycoolea
etal.,, 2011).

Los materiales poliméricos utilizados para la elaboracién de micro y nanoestructurados
empleados en el transporte de productos quimicos o activos en la industria alimentaria,
farmacéutica entre otras (Chi-Leung et al., 2012; Dominguez-Delgado et al., 2011). Las
ventajas de estos materiales incluyen la estabilidad fisica, quimica y biologica, los
procedimientos de preparacion sencilla y reproducible, y la aplicabilidad a una amplia gama de
productos quimicos. En algunos casos se usa para que el principio activo se libere lentamente y
de forma continua, lo que permite el uso de cantidades méas pequefias con una mayor eficacia,
lo que reduce el riesgo de los efectos ambientales adversos (Sinha et al., 2004; Sopena et al.,
2009; Esquivel Chavez, 20013; Sopefa et al., 2009).

Entre los polimeros mas empleados debido a sus propiedades fisicoquimicas y funcionales se
encuentra el quitosano (Figura 3.4) que es un heteropolisacérido lineal derivado de la N-
desacetilacién de la quitina. Este biopolimero ha recibido atencién de todo el mundo debido a
sus diferentes caracteristicas bioactivas como antimicrobianas, antitumorales, antialérgicos,
antioxidantes, activantes del sistemas inmunitario, anti-hipertensivos y para bajar niveles de
colesterol, ademéas de ser de origen natural, reproduciblemente bioldgico, casi no téxico,
biocompatible y biodegradable, esto hace que tenga diversas aplicaciones en muchos campos,
(Cho et al., 2006; Hwang & Shin, 2000; Klaypradit y Huang, 2008; Boonsongrit et al., 2007;

Ling et al.,2011) como en la industria cosmética por su efecto hidratante y cicatrizante, tiene la
habilidad de formar geles, como agente floculante en aguas residuales, aditivo alimentario
como encapsulante de probidticos (Chavarri et al., 2010).

El mayor impacto del quitosano ha sido en la rama farmacéutica como encapsulante de
principios activos o agente de biomedicina (Rabea et al., 2003; Pacheco et al., 2011) ya que al
utilizarlo como recubrimiento permite la liberacion controlada de farmacos aplicados via oral,
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ocular, nasal y otica, debido a su compatibilidad con las mucosas del organismo, (Goycoolea et
al., 2011). También se ha dado el auge en el sector agricola, en la conservacién poscosecha

(Martinez- Castellanos et al., 2009; 2011), tanto por ser un compuesto antimicrobiano y
filmogenico, éste es utilizado en recubrimientos para la preservacion poscosecha de frutos
como litchi (Martinez- Castellanos et al., 2011;) y papaya (Ali, et al., 2010).

CHy
(I)O
NH 7~
HO ¥

CHoOH

0
NH, CHoOH

Figura 3.4. Estructura de quitosano (Marmol et al., 2011).

Se ha evaluado y confirmado su actividad fungicida, mediante la inhibicion de la germinacién
de las esporas de Aspergillus niger y Penicillium digitatum (Pacheco et al., 2008).

Otro polimero muy utilizado en la industria, es la celulosa y sus derivados, como lo es la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) presentada en la Figura 3.5, polimero no i6nico que
procede de la esterificacion con halogenuros de alquilo, la HPMC es empleada como
aglutinante de granulados, agente de recubrimiento, estabilizante de suspensiones y emulsiones
(Ansel et al., 2004)., evita la coalescencia y formacion de sedimentos en coloides, en la
industria cosmética como en gotas oftalmicas asi como el uso en productos alimenticios, para
sistemas de liberacion controlada de farmacos (Sanchez et al., 2010).
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Fig. 3.5. - Estructura de la HPMC (Sanchez et al., 2010).

La pectina (Figura 3.6) polisacarido de alta demanda en la industria de los alimentos, es uno de
los principales componentes de la pared celular de tejidos vegetales parenquimatosos, se
encuentra en los espacios intercelulares de los tejidos vegetales y les confiere propiedades
especificas de firmeza y textura. Las pectinas se describen como alternaciones de regiones

“lisas” (Homogalacturonanos, HG) y regiones “ramificadas” (Ramnogalacturonanos tipo I,

RGI) (Koubala et al., 2008; Schols et al., 2009). Como agente emulsificante, espesante y
estabilizante, se caracteriza porque las unidades poliméricas contienen grupos ionizables
permitiendo ser utilizado como floculante (Sanchez-Untiveros, 2004) debido a su capacidad
para la formacion de puentes entre las particulas todo esto depende de las condiciones en las
que se encuentra en disolucion. Las pectinas en soluciones acuosas tienden a formar largas
cadenas polianidénicas coloidales las cuales pueden flocular por accién de iones de carga

positiva.

COOH o OH COOH ] OH
HO 0 0 OH
OH OH
OH OH
¢ 0 0 0
OH . COOH OH 4 CooH

Figura 3.6.- Estructura de pectina (Lopez et al., 2011).
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Las pectinas de uso comercial se clasifican en pectinas de alto y bajo metoxilo segin su
porcentaje de grupos carboxilo metil esterificado, las de alto metoxilo tienen mas del 50%;
mientras que, las de bajo metoxilo tienen menos del 50%. El grado de metoxilacién influye en
las propiedades funcionales de la pectina, por ejemplo en la capacidad para formar geles
(Contreras- Esquivel et al., 2006; Lopez-Martinez et al., 2011). Las pectinas de alto metoxilo
gelifican en medio &cido y altas concentraciones de azUcar. Por otro lado las pectinas de bajo

. . ., . . . 2+ .,
metoxilo lo hacen por su interaccion con cationes divalentes, particularmente Ca ~ (Sanchez

Fiorentini et al.,2004).

Por otro lado las bacterias acido lacticas (BAL) utilizadas para conservar el color de frutos de
litchi en trabajos anteriores (Martinez-Castellanos et al., 2011) son un grupo de
microorganismos integrado por géneros con caracteristicas morfologicas, fisiologicas y
metabolicas en comdn. Pueden ser descritos como cocos o bacilos Gram-positivos no
esporulados, anaerdébicos, microaerofilicos o aerotolerantes; los cuales son oxidasa, catalasa y
bencidina negativos, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito, son clasificadas
como homofermentativas y producen acido lactico como el tUnico o principal producto de la

fermentacién de los carbohidratos. (Holt et al., 1998; Herrero et al., 1996).

El género Lactobacillus es un grupo de bacterias las cuales tienen poder acidificante y
capacidad proteolitica (Waldir, et al., 2007). Los probiéticos han sido adicionados a una gama
de productos alimentarios como yogurt, bebidas lacteas, quesos, cremas, helados y postres
lacteos.

A pesar de las ventajas que implica su ingesta, el mayor problema se ha presentado en la
supervivencia de los microorganismos al procesamiento y almacenaje de los alimentos e
incluso en procesos posteriores a su consumo, como las agresivas condiciones
gastrointestinales. Lactobacillus plantarum un microorganismo anaerobio facultativo no
patdgeno, naturalmente existe en la saliva y tracto gastrointestinal humano, son muy utilizadas
en la industria alimenticia debido a su accion como probidtico y usado en la fermentacion de
alimentos.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) vy la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) han definido los probi6ticos como microorganismos
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vivos (bacterias o levaduras) que al ser ingeridos o con aplicaciones localizadas en una cantidad
suficiente confieren uno o mas beneficios previamente demostrados para la salud del huésped.
Las bacterias probioticas mas empleadas por la industria pertenecen a los géneros

Lactobacillus, con la finalidad de proteger y mejorar la biodisponibilidad de los
microorganismos, tanto en los productos alimentarios como en el tracto gastrointestinal
(Krasaekoop et al., 2003; 2004).

Mientras que otras fuentes de compuestos antimicrobianos como lo son las plantas, entre ellas
el Neem (Azadirachta indica), es un arbol tropical que se ha utilizado para el desarrollo de
productos médicos e industriales con aplicaciones medicinales contra el cancer, trastornos de
la piel, la diabetes, Glceras, como agente antibacteriano, antifungicos y antiviral (Jerobin, et
al., 2012; Pereyra et al., 2012). El aceite de neem como tal puede actuar como un plaguicida
natural, siendo la Azadiractina A limonoide tetranortriterpenoide el principio activo en mayor
concentracion encontrado en las semillas y las hojas del arbol de neem es la Azadiractina es un
compuesto termolabil, fotosensible y biol6gicamente activo, tiene aplicaciones en productos a
base de plantas medicinales, bioplaguicidas, utilizado en nanoemulsiones ya que tiene
propiedad larvicida (Jerobin et al., 2012; Anjali et al.,, 2011)

SHg

N

Igy,‘;ﬁs

= "‘D;»Cl"q FaG ~
\ ,OH 2 ) \
/A ~ /
CHHCOD,,
P

Figura 3.7.- Estructura de la Azadiractina (Schaaf et al. 2000).

Su mecanismo de accion se ve reflejado durante la ingesta del principio activo en el aceite de
neem la Azadiractina (Aza) (Figura 3.7) por el insecto ya que no lo mata directamente sino
que afecta su patron alimenticio (efecto anti alimentario), el desarrollo de su cuerpo y su

16



ciclo reproductivo, actuando como una toxina. Asi se sabe que Aza interfiere con las glandulas
corpora cardiaca y corpora alata, inhibiendo la produccion de neurohormona
protoracicotropica, la cual a su vez regula la biosintesis de las hormonas de la metamorfosis y
la hormona juvenil. Estas hormonas son esenciales para los insectos, pues determinan la muda
y la maduracién de huevos y sin ellas, las larvas en sus primeros estadios no cambian de forma
y finalmente mueren, mientras que en los adultos muestran una fecundidad reducida (Orozco y
Rodriguez, 2007). Los productos derivados del neem como pesticidas, no solo afectan a los
insectos peste, sino que también tienen efecto sobre algunas bacterias Gram positivas,
nematodos, caracoles y hongos nocivos, incluyendo especies de Aspergillus sp. productores de
aflatoxinas (Saxena, 2002; Royal Garden Botanics,2006).
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4.  JUSTIFICACION

El encarecimiento de las caracteristicas poscosecha en frutos no climatéricos es una gran
limitante en su distribucion a nivel mundial, existen pérdidas para los productores ya que los
atractivos visuales disminuyen y por lo tanto no son aceptados por los consumidores, por
consiguiente el generar alternativas para el tratamiento poscosecha de frutos y asi aumentar la
vida de anaquel representa el reto actual.

En el presente trabajo se propone, quitosano aceite de Neem y Lactobacillus plantarum, el
quitosano ha sido empleado para la formulacién de recubrimientos de frutos para alargar su
vida en poscosecha, Lactobacillus plantarum una bacteria lactica que degrada azUcares
produciendo como metabolito principal al acido lactico, lo cual permitird mantener el medio
acido en el epicarpio de los frutos. Se han empleado soluciones acidas en frutos de litchi para
perdurar el color y el aceite de neem como bioplaguicida, buscando que al usar estos
compuestos en la formulacion de recubrimientos se microencapsulen las bacterias lacticas y el
aceite de neem creando una proteccion de estos principios activos que puedan presentar un
efecto sinérgico logrando que el color perdure y se reduzca la contaminacion de los frutos en
poscosecha.
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S. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Preparacion y caracterizacion de recubrimientos basados en el uso de quitosano, aceite de neem

y BAL para prolongar la vida poscosecha de litchi y rambutan.

5.2. Objetivos particulares

>
Establecimiento de las concentraciones minimas inhibitorias de quitosano bioldgico
quimico y aceite de neem sobre la viabilidad de L. plantarum.

Obtencion y caracterizacion de los recubrimientos biopoliméricos con y sin BAL sobre la
calidad de los frutos.

Caracterizacion de las principales propiedades de calidad en frutos durante su
almacenamiento

6. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Cual es el recubrimiento que presenta las mejores caracteristicas fisicoquimicas?

¢ Cuél es el recubrimiento que presenta la mayor actividad fungicida sobre los hongos
fitopatogenos en los frutos de litchi y rambutan?

¢Cual es el recubrimiento que presenta las mejores condiciones para extender la vida de
anaquel en frutos de litchi y rambutan?

19



7. HIPOTESIS

Los recubrimientos elaborados con polisacaridos solos o funcionalizados y microorganismos
disminuiran la contaminacion de hongos fitopatogenos, prolongaran el color rojo y la vida
poscosecha de litchi y rambutan.

7.1. Hipdtesis de estadistica

Hipotesis nula: Todas las medias de los tratamientos utilizados para prolongar los pardmetros
de calidad en frutos de litchi y rambutan seran iguales.

Ho: M1 = H2 = U3 = kg = Y5 = P = U7 = Hg = Hg = H10

Hipdtesis alternativa: Al menos habra una media de los tratamientos utilizados para prolongar
los parametros de calidad en frutos de litchi y rambutan que sera diferente de las demas.

Hap: pj # Wj (donde i es un tratamiento y j cualquier otro)
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El trabajo realizado se divide en cuatro etapas generales las cuales son:

»Fermentacion 28°C. 5 dias Lacrobacilius
spp-
*»Despigmentaciéon con acetona

ObtenCién de » Desproteinizacién con NaOH 0.4M
» Desmineralizacion con HC1 0.4M

quitina -Secado

» Caracterizacion

N

{
*Proceso de desacetilaciéon de la quitina con

. 7 NaOH al 50% (p/v) relaciéon 1:15 100°C. 2h
Obte.rlCIOn de »Caracterizacion: Peso molecular. DA Solidos
quitosano sohubles

N

Preparacion y
. . 7 * Bacteria en suspension
caracterizacion  Ennd 0
de IOS + Coacervados
= . » Complejos solubles
recubrimientos

N

. = e Litchi y rambutan a 10°C a 75% HR.
Bioensayo in

Vivo = PEP. Color (L. a y b). pH. SST. AT . UL

contenido de fenoles v antocianinas

A

N

Figura 8.1.-Estrategia general experimental
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9. METODOLOGIA
9.1. Obtencion de quitina y quitosano

9.1.1. Obtencion de quitina B-Q

Se realizé la recoleccion de desechos de camaron en naves del mercado de pescados y mariscos
del D.F. Los residuos se trituraron con un molino a un tamafo de particula aproximado de
0.5mm. Se realiz6 una fermentacion de una mezcla de 30 kg de desechos de camardn con un
indculo de Lactobacillus sp. (Aislada en el laboratorio de biopolimeros, UAMI) al 5% (v/p) y
10% (p/p) de azucar de cafia en un reactor tipo columna a temperatura de 30°C durante 120 h.
Al finalizar la fermentacion se obtuvieron dos fracciones, la primera de quitina como un

precipitado y la segunda del licor rico en proteina, minerales y pigmentos.

Posteriormente la quitina cruda fue sometida a una purificacion quimica posterior siguiendo la
metodologia reportada por Cira et al., (2002). Los pigmentos, principalmente compuestos por
astaxantinas, se extrajeron con acetona grado industrial en una relacion 1:15 p/v con agitacion
constante durante una hora a 25°C (Gimeno et al., 2007).

La desmineralizacion se realiz6 empleando soluciones diluidas de HCI (0.4 M) en relacion
quitina: acido de 1:15 a 25°C, con agitacion constante durante 1 h. El producto que se obtuvo
fue lavado hasta su neutralidad con agua corriente y secado en una camara aclimatada a una
temperatura de 40°C durante 1 h. (Cira et al., 2002).

La desproteinizacién de la quitina se realizé utilizando una solucion acuosa de NaOH 0.4M,
con agitacion baja constante durante 1 h, a 25°C, con relacion 1:15 (p/v) Quitina:NaOH . Una
vez concluida la reaccion se lavo con agua corriente hasta neutralidad y se sec6 a una
temperatura de 40°C durante 24 h, obteniendo asi quitina pura (Cira et al., 2002).
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9.1.2. Obtencion de quitosano B-Q (Q)

La desacetilacion de la quitina para la obtencion del quitosano fue heterogénea, se realiz6 por
hidrolisis de los grupos acetamida (en C-2). La quitina obtenida se desacetilo con solucion de
NaOH al 50% (p/v) en una relacion 1:15 a en un reactor enchaquetado con agitacion a 100 °C
por 2 h. El producto obtenido correspondiente a quitosano se enjuagé con agua corriente hasta
la neutralidad y secado en una camara aclimatada a una temperatura de 40°C para su posterior

analisis y caracterizacion (Juarez, 2010).

9.2. Caracterizacion de quitosano B-Q

9.2.1. Grado de acetilacion (DA).

El grado de acetilacion del quitosano (DA) se determind mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén (RMNlH). Los quitosanos disueltos en solucién HCI/D>O (20%
p/p) mediante agitacion magnética durante 12 h a temperatura ambiente fueron analizados en
un espectrometro Bruker AVANCE-III 500 (Alemania) para 1H a 298 K. se obtuvieron las

areas correspondientes al grupo metilo y los masivos A y B, integrando las curvas con el
programa ‘“Spinworks” (V2.5.5). Posteriormente los valores de las 4areas obtenidos se
sustituyeron en la ec. 1 (Pacheco et al., 2011).

DA(%) = [

1
Y [
iyo aml
o —

9.2.2. Peso Molecular (My).

El peso molecular viscosimétrico del quitosano representa una media de los pesos de las
moléculas presentes en la muestra, se calcula mediante la determinacion de la viscosidad
intrinseca. Para tal fin se prepararon soluciones con diversas concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 2, 4
g/L de quitosano que fueron disueltos en &cido acético 2% (p/v), acetato de sodio 0.2M
utilizado como disolvente. Las soluciones se analizaron en un viscosimetro manual tipo

Ostwald con el capilar de 12cm de longitud y 0.4mm de diametro, a 25 °C para obtener el
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tiempo que tardo la solucion en recorrer el capilar con el fin de determinar la viscosidad
intrinseca del biopolimeros y asi estimar el valor de peso molecular (Ec. 2) de Mark —
Houwink-Sakurada donde:

k=138x10"L g'1 y =0.85 (Kjoniksen, et al., 1997).

Donde [n] es la viscosidad intrinseca, Mv fue el peso molecular y k 'y, las cuales son constantes que dependen de la naturaleza del disolvente y del polimero

(Kumar, 2007).

9.2.3. Determinacién de solubles

Se disolvi6 0.1g de muestra en 25mL de una solucién de acido acético 0.1M durante 72h, con
agitacion constante a temperatura ambiente. Se determind por gravimetria la cantidad de
solubles en dicha solucion (Shrinivas & Stevens, 2005).

9.3. Preparacion y caracterizacion de los recubrimientos

Para la preparacion de las emulsiones complejos solubles y coacervados primero se realizo la
preparacion de soluciones stock de los biopolimeros a utilizar para llegar a las concentraciones
finales usadas en los frutos.

9.3.1. Preparacion de soluciones de polisacaridos

Para los recubrimientos a base de quitosano tanto B-Q como Comercial (Fluka peso molecular
medio) se utilizaron concentraciones de 5 y 10 (g/L), diluyéndose en acido acético (J.T. Baker)
1N, bajo agitacién durante 4 dias para su total disolucion.

La solucion de HPMC (DEMACSA, Lote: 438/05 Derivados Macroquimicos S.A. de C.V.) se
llevd a cabo disolviendo 159 de HPMC en 332 mL de agua a 25° C durante 24 h.
Posteriormente se adicionaron 166 mL de etanol y 1.6 mL polietilenglicol-600 diacido (Fluka)
bajo agitacion a 25° C durante 2 h (Nicio, 2012)

La pectina de bajo metoxilo a concentraciones de 5y 10 g/L se disolvié en agua destilada bajo
agitacion durante 24 h.
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Reaccién de entrecruzamiento o funcionalizacion de quitosano

Para realizar la reaccion de funcionalizacion del quitosano (Q-g-HPMC) tanto la solucion de
quitosano como la de HPMC se mezclaron en relacion 1:1 Q: HPMC adicionando &cido citrico
a una concentracion de 50 (g/L), 37.5 g de fosfato de sodio monobasico y 10 g de sorbitol
durante 3 min a 110°C (Nicio, 2012).

9.3.2. Preparacion de la suspension celular

Lactobacillus plantarum subps. plantarum CDBB-B-1115 adquirida de la Coleccion Nacional
de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAYV, ésta fue inoculada en medio de
cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS) e incubada a 30 °C durante 24 h hasta obtener una cuenta

de 1x109 UFCmL'l. La suspension celular fue preparada mediante centrifugacion de dicho
cultivo a 959 g y 20 °C durante 15 min, el pellet fue lavado con solucion amortiguadora de
fosfatos (pH 6) 0.02M vy centrifugadas nuevamente teniendo una solucién concentrada de
lactobacilos, los cuales se cuantificaron nuevamente mediante cuenta de UFC en placa de agar
MRS.

9.3.3. Las concentraciones minimas inhibitorias (MIC)

Estas fueron determinadas mediante el crecimiento de bacterias en placa, para lo cual el pH del
medio MRS se ajustd a pH 5 con acido acético y se llevo a concentraciones de quitosano de 1,
2.5,5,75,10y 15 g/L, para el aceite de neem se adiciono al medio MRS sin ajustar el pH a
concentraciones de 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 16, 17, 20 y 25 g/L. Posteriormente, se realizaron
diluciones decimales seriadas de los microorganismos previamente cultivadas en medio MRS a
30 °C durante un periodo de 24 h y se sembraron alicuotas de cada dilucion por extension en
placa (Pacheco et al., 2007).

9.3.4. Preparacion de emulsiones, Quitosano-Aceite de Neem (NQ-g-HPMC)

La emulsion de Neem consistio en aceite de Neem-aceite de girasol (¢= 0.3), la fase continua
fue Q-g-HPMC y como emulsionante se uso Tween20 (100g/L), el Neem a una concentracion
de 16 g/L comprado en Biotecnologia Agroindustrial S. A. de C.V. en Morelia, Michoacan, éste se
diluy6 en aceite de girasol (marca 1, 2,3. Corona S.A. de C.V.), donde la solucién de aceites
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fue incorporada a la solucion de quitosano funcionalizado Q-g-HPMC por goteo en un
dispersor de alto rendimiento (Ultra-turrax marca IKA.) a 20,000 rpm por 10 min.

9.3.5. Preparacion de complejos solubles con aceite de Neem y BAL

Los complejos solubles fueron formados por solucion de pectina y quitosano en concentracion
5y 10 g/L y se mezcld en relacion 2:1 P:Q para los coacervados incorporando el aceite de
Neem 16 g/L por goteo en el ultra turrax a 20,000 rpm durante 10 min,

Mientras que para la bacteria lactica, la pectina se disolvio en agua durante 24 h,
posteriormente se agregd la BAL concentrada en solucion amortiguadora de fosfatos 0.02M,
para después incorporar por goteo a la solucion de quitosano que se encuentra bajo un dispersor
de alto rendimiento (Ultra-turrax marca IKA ) a 5,000 rpm por 10 min.

9.3.6. Barrido de Potencial zeta en pectina y quitosano bioldgico quimico(Q)

Se determind el potencial zeta de los biopolimeros a valores de pH de 2, 3, 4, 5y 6 usando un
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). EI pH
de las soluciones de biopolimeros fue ajustado con &cido acético y acetato de sodio. (Jiménez,
2010). Se construyeron graficas de potencial zeta contra pH y a partir de éstas se determing el
valor de pH donde existe la maxima interaccion estequiométrica de cargas electrostaticas entre
los compuestos de pectina y quitosano B-Q, para la obtencion de coacervados y la minima
interaccion para los complejos solubles.

9.3.7. Preparacion de coacervados con BAL

Los coacervados se formaron mezclando la suspension de Lactobacillus plantarum en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.02 M (pH 7.0) y solucion de pectina para tener una concentracion
final de (10g/L), estas mezcladas durante una hora para su posterior incorporacion, en la
solucion de quitosano en concentracion (10g/L) las soluciones de pectina+BAL:quitosano
agregadas en relacion 1:1, para formar el precipitado rico en polimeros, el quitosano que se
mantiene bajo agitacion magnética durante la incorporacién de
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la solucion pectina+BAL con una jeringa (aguja de 3mm) para después ajustar a un pH de 5 con
solucién de hidroxido de sodio 0.1N.

9.3.2. Distribucion de tamafio de gota

El tamafio de particula (D3 ) y la distribucion se determinaron por difraccion de rayo laser

empleando el analizador de tamafio de gota Masterziser Malvern serie 2000 (Malvern
Instruments, Malvern, R.U.). Las emulsiones se dispersaron en agua destilada (IR de 1.333) a
200 rpm (Pérez et. al., 2010).

9.3.3. Determinacion del potencial zeta

El potencial zeta se determind utilizando agua como dispersante. Con un equipo Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK).

9.4.  Bioensayos in vivo de los recubrimientos.

En estos bioensayos se dividieron en dos los primeros tres bioensayos realizados en el
laboratorio controlando la temperatura y humedad relativa después de la aplicacién de los
recubrimientos en los frutos y los bioensayos 4, 5y 6 que se realizaron en campo los cuales se
mantuvieron bajo las mismas condiciones no inmediatamente después de la aplicacion, si no

después de su transporte a la camara de refrigeracion.

9.4.1. Aplicacién de recubrimientos

En la seleccion se conservaron los frutos que no tenian fisuras y que no estuvieran
contaminados los frutos en mejores condiciones de comercializacion, la aplicacion se
realizo por inmersion donde los frutos se sumergian en el recubrimiento por completo para
después ser secados con aire forzado, pesados y empaquetados en unidades experimentales
(UE) de 500g.
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‘ Aplicacion del recubrimiento
por inmersion
Secado

Pesado y Empaquetado

Figura 9.1.- Metodologia realizada para la aplicacion de recubrimientos

10. DISENO EXPERIMENTAL

Se determind el comportamiento en la pérdida de calidad en los frutos al ser aplicados los
recubrimientos con quitosano B-Q y C, los lotes del fruto al haber dos variedades Mauritius y
Brewster en, los recubrimientos que pueden ser en emulsién complejo soluble y coacervado y si
contenian o no a la BAL

10.1. Bioensayo 1: Pruebas realizadas en litchi concentracién y funcionalizacion de Q en
solucién y en emulsion con aceite de neem

Tratamientos utilizados en el primer bioensayo con litchi:

Control

. Quitosano 5g/L (Q 5g/L)

. Quitosano 10g/L (Q 10g/L)

. Quitosano5(g/L) -g-HPMC (Q5g/L—g-HPMC)

. Quitosano10 (g/L) —g- HPMC (Q10g/L—g-HPMC)
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. Neem+ Q5 (g/L) -g-HPMC (NQ (5g/L)-g-HPMC)

SRR ——s |

FACTOR VARIABLE: Concentraciones, Emulsion, Quitosano nativo, funcionalizado y
Tratamientos

VARIABLES RESPUESTA.: Pérdida fisiologica de peso (PFP), Color (L*, a* y b*), contenido
de fenoles y antocianinas

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) Con
prueba de Duncan para la comparacion multiple de medias (p < 0.05).

10.3. Bioensayo 2: Pruebas realizadas en litchi concentracion y funcionalizacion de Q,
emulsiones y BAL
Tratamientos utilizados en el segundo bioensayo con litchi:

. Control

. Quitosano 5g/L; Q 5g/L

. Quitosano 10g/L ;Q 10g/L

. Q 5(g/L) -g-HPMC; Q (59/L)-g-HPMC

. Q 10(g/L) —g- HPMC; Q (10g/L)-g-HPMC

. Neem+ Q 5(g/L) -g-HPMC; NQ (5g/L)—g-HPMC

. Neem+ Q 10(g/L) —g- HPMC; NQ (10g/L)-g-HPMC
. Lactobacillus plantarum ;(BAL)

. Lactobacillus plantarum + Quitosanol10 (g/L) ;(BAL+Q (10g/L))

FACTOR VARIABLE: Concentraciones, Emulsion, BAL, Quitosano nativo, funcionalizado y
Tratamiento

VARIABLES RESPUESTA: PFP, Color (L*, a* y b*) contenido de fenoles y antocianinas

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) Con
prueba de Duncan para la comparacion multiple de medias (p < 0.05).

10.2. Bioensayo 3: Pruebas realizadas en rambutan comparacion de QC, Q y complejos
solubles de neem

Tratamientos utilizados en el bioensayo con rambutan:
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. Control

. Quitosano 5g/L (Q)

. Quitosano Comercial 5g/L (QC)

. Neem +Quitosano5g/L+ Pectina (NPQ)

. Neem + Quitosano Comercial 5(g/L)+ Pectina (NQPC)

FACTOR VARIABLE: Complejos solubles, quitosano comercial y bioldgico—quimico
VARIABLES RESPUESTA: PFP, Color (L*, a* y b*), Unidades infectadas, contenido de
fenoles y antocianinas

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) Con
prueba de Duncan para la comparacion multiple de medias (p < 0.05).

10.4. Bioensayo 4: Pruebas realizadas en litchi comparacion de BAL libresy en
coacervado para variedades Mauritius y Brewster.

Se realizaron micrografias de los epicarpios de litchi solo en variedad Brewster.

Tratamientos utilizados en el bioensayo con litchi:

o Control
o Quitosano 5g/L; Q5(g/L)
o Lactobacillus plantarum; BAL

o Lactobacillus plantarum + Quitosano10 (g/L); Q5(g/L)+ BAL
o CoBAL

FACTOR VARIABLE: Tratamiento y variedad

VARIABLES RESPUESTA: PFP, Color (L, ay b), pH, SST, AT contenido de fenoles y
antocianinas

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) Con
prueba de Duncan para la comparacion multiple de medias (p < 0.05).
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10.5. Bioensayo 5: Pruebas realizadas en litchi comparacion entre BAL libresy Q
Tratamientos utilizados en el bioensayo con litchi:

o Control
o Lactobacillus plantarum; BAL
o Quitosano 5g/L; Q

FACTOR VARIABLE: Tratamiento

VARIABLES RESPUESTA: PFP, Color (L, ay b), pH, SST, AT, contenido de fenoles y
antocianinas

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) Con
prueba de Duncan para la comparacion multiple de medias (p < 0.05).

10.6. Bioensayo 6: Pruebas realizadas en litchi comparacion entre BAL libresy en
complejo soluble en variedades Mauritius y Brewster.

Tratamientos utilizados en el bioensayo con litchi:

. Control

o Lactobacillus plantarum; BAL
e —

FACTOR VARIABLE: Tratamiento y variedad

VARIABLES RESPUESTA: PFP, Color (L, a y b), pH, SST, AT, contenido de fenoles y
antocianinas

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS (2007) para
evaluar los efectos significativos (p < 0.05). Con prueba de Duncan para la comparacion de
medias.

El anélisis de las unidades experimentales (UE) de frutos tratados después de aplicados los
recubrimientos, se realizé por triplicado en cada UE:
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10.6.1. Pérdida fisioldgica peso (PFP)

Se midieron los cambios de peso por triplicado de las unidades experimentales (UE) de medio y
un kilogramo de fruta por tratamiento durante todo el periodo de almacenamiento, calculandose
la pérdida de peso en porcentaje de acuerdo con la Ec. 3.

Donde: Pi = peso inicial y Pf=peso final
10.6.2. Determinacion de solidos solubles totales (SST).

Esta determinacion se realiz6 mediante un refractdbmetro (MILTON Mod.LR45227, Riviera
Beach, FL, USA) a 20 °C. Para ello, se macerd completamente la pulpa de cada fruto de litchi
en un mortero y se filtrd a través de una gasa de algodon; del jugo obtenido se tomé una gota y
se depositd en el refractémetro realizando la lectura correspondiente. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

10.6.3. Determinacion de acidez titulable (AT)

Se cuantifico el porcentaje de acido malico, el cual esta presente en mayor concentracion en el
jugo del litchi, mediante una titulacion volumétrica acido-base (AOAC, 2000). Se tomaron 5
mL de cada unidad experimental (UE) y se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se titul6 con
NaOH 0.1 N. La acidez titulable fue calculada como % de acido malico mediante la Ec.4:

%a=(248)100 ... ()

Donde: VNaoH = Volumen de Hidroxido de Sodio

N = Normalidad

meq = mili equivalentes de acido malico (0.06705)

V= volumen de la muestra
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10.6.4. Extraccion de fenoles y antocianinas

Para esta extraccion se maceraron los epicarpios de 10 frutos de cada UE de los frutos de litchi
y rambutan en nitrogeno liquido, posteriormente, se pesaron 3 ¢ de estos epicarpios y se
extrajeron dos veces con 45 mL de metanol: &cido clorhidrico 1N en proporcion 85:15 v/v la
primera por 12 h y la segunda por 4 h. Los extractos se centrifugaron a 12 000 g durante 15
min, a 5 °C. Posteriormente se secaron con nitrdgeno en gas y se disolvieron en la mezcla

metanol: acido clorhidrico 1 N hasta el volumen inicial 90 mL de las dos extracciones.
10.6.5. Determinacion de antocianinas totales

Esta determinacion se realizé con un método espectrofotométrico de acuerdo a lo reportado por
Zheng y Tian (2006). Del extracto metanolico obtenido de la UE de cada tratamientos, se tomé
una alicuota (6 mL) y se diluy6 con metanol: &cido clorhidrico 1N (85:15 v/v); posteriormente,
se leyeron en un espectrofotometro a tres diferentes longitudes de onda (530, 620 y 650 nm) y
se utilizé la Ec. 5 para la obtencidon de la absorbancia total.

= (530 — 620) = 0.1(650 = 620) wvv vee vrv ve wee v e ()
10.6.6. Cuantificacion de antocianinas

La determinacién de antocianinas se realiz6 mediante HPLC de acuerdo a lo reportado por
Hosseinian et al. (2008) para lo cual se tom6 una alicuota del extracto y se inyectd en un equipo
HPLC Agilent Tecnology Modelo 1260 Infinity equipado con una columna Agilent

Eclipse XDBC18 de 5 um y un detector UV-Visible. Se utilizé un gradiente de &cido férmico
(4.5 % v/v): metanol en los siguientes tiempos: 0° 90:10; 30" 75:25; 40" 55:45; 42" 10:90; 50
90:10. Para la cuantificacion se utilizé un estandar Fluka 36-428 de cianidina-3-rutinosido, la
principal antocianina presente en el pericarpio de litchi (Lee y Wiker,1991; Riviera-L6pez et
al., 1999).

10.6.7. Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue estimado por un método espectrofotométrico y se expresd
como equivalentes de catequina segun lo reportado por Jaramillo-Flores et al. (2003) y
Thililertdecha et al. (2008). Una alicuota (0.1 mL) previamente diluida del extracto metanolico
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fue transferida a un tubo de ensayo que contenia 7.9 mL de agua destilada. Luego, se
adicionaron 0.1 mL del reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 5 min, se afiadieron 1.5 mL de
una solucion de carbonato de sodio NapCO3 (200 g/L) y se dejo reaccionar durante 90 min a

25°C., posteriormente se determino la absorbancia a 760 nm y se compard con una curva de
calibracion realizada con catequina (0-3000 mg /mL de catequina).

10.6.8. Analisis de cambios de color

Para el andlisis de los cambios de color de la cascara de los frutos de litchi y rambutén se utilizd
un colorimetro Minolta 200 con el cual se determinaron los parametros crométicos CIE: L*, a*,
b* y ¢* y h* se calcularén con las Ec.6 y 7. La medicion de estos parametros se realiz6 en 20
frutos de cada UE y en 3 zonas diferentes del fruto en las zonas del pericarpio intactas y libres
de oscurecimiento.

C*= (@+0) M e () PE= ANCHG (D) e e ()

C* croma la saturacion del color y h*(angulo de hue); de la relacidn que existe entre los
parametros de a* y b* que se obtienen del colorimetro.

10.6.9. Unidades Infectadas

Para determinar las unidades infectadas se contabilizaron los frutos totales en las unidades
experimentales (UE) de cada tratamiento, se sacaron los frutos contaminados por hongos cada
24 h con lo que al final de cada bioensayo se pudo obtener el porcentaje de unidades infectadas
(%UI) a 10°C y una humedad relativa de 75%.

10.7. Caracterizacion de los recubrimientos en los frutos de litchi.

Con una microscopia electronica de barrido y viabilidad de BAL en el epicarpio del fruto se
observo el comportamiento de los recubrimientos del bioensayo 4 y 6 respectivamente en
frutos de litchi.
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10.7.1. Microscopia electrdnica de barrido (SEM) del pericarpio de litchi

Las caracteristicas morfoldgicas del epicarpio de los frutos de litchi con los tratamientos
aplicados fueron determinadas mediante analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM).
Para esto se procedié a cortar una muestra de la céascara de los frutos y se coloco en
glutaraldehido (5 % v/v) para fijar las muestras.

Después las muestras fueron lavadas con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7 cada
30 min durante 10 h, y se deshidrataron con gradientes de etanol al 30, 40, 50, 70, 80, 90 % y
alcohol etilico absoluto durante tres periodos de 20 min en cada solucién. Una vez
deshidratadas, las muestras se secaron a punto critico y después fueron recubiertas con un bafio
de oro antes de su observacion en el Microscopio Electronico de Barrido (JEOL JSM-5900LV).

10.7.2. Determinacion de viabilidad de BAL en los frutos de litchi

Para la determinacion de la viabilidad de los microorganismos en los frutos de litchi, cada fruto
fue lavado con 100 mL de solucion salina cloruro de sodio NaCl 0.09 % (p/v) durante 1 min.
Posteriormente, se tomaron alicuotas y se hicieron diluciones seriadas en placas de agar MRS
incubando a 30 °C durante 24- 48 h. La cuenta de las BAL se expresé en unidades formadoras
de colonia por gramo de fruto (UFC/g fruto). Las colonias de L. plantarum se distinguieron por
su morfologia de acuerdo con la metodologia establecida por Martinez-Castellanos (2009).
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

11.1.Caracterizacion de quitosano

El quitosano que se obtuvo por el método bioldgico-quimico y una desacetilacion heterogénea
se le realizaron “pruebas de caracterizacion como lo fueron DA(%),Peso molecular Solubles en
acido acético 0.1M(%) y potencial zeta(mV) En la Figura 11.1 se muestra el espectro de
resonancia magnética nuclear de proton con el cual se determind el DA, considerando la

relacion entre las areas de los picos CHz Hp 'y Hg,
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El quitosano obtenido fue de peso molecular bajo y un alto porcentaje de solubles (Tabla 11.1.).
Las propiedades de DA (%), es importante para la accion antimicrobiana del quitosano que
obtuvimos (Po-Jung et al., 2006), ya que se requiere la protonacion de los grupos amino y esto
sucede al disolverse en soluciones &cidas (Rabea et. al. 2003).
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Tabla 11.1.- Caracteristicas de quitosano

Solubles en acido | oo molecular DA(%) Potencial Z (mV)

Acético 0.1M (%)

11.2. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de Quitosano y

Aceite de neem de Lactobacillus plantarum

Se determind el crecimiento de L. plantarum en los medios MRS adicionados con aceite de
neem o quitosano (Tabla 11.2.), observandose que no hubo inhibicién de crecimiento de los
lactobacilos hasta una concentracién de 15 g/L de quitosano, ésta fue mayor a la obtenida por
Martinez-Castellanos (2009), reportando una CMI de 0.5g/L con quitosano biolégico-quimico

(Q) de 224 kDa. La CMI determinada para el aceite de neem fue de 16g/L, encontrandose
dentro del intervalo reportado. Las concentraciones de aceite de neem que han sido empleadas
en la inhibicion de hongos se encuentran en el intervalo de 10g/L a 30g/L (Yulia et al., 2006;
Bolivar, et al., 2009; Padman y Janardhana, 2011), no hay reportes de actividad inhibitoria
sobre bacterias lacticas.

37



Tabla 11.2.- Crecimiento de Lactobacillus plantarum en MRS adicionado con diferentes
concentraciones de quitosano y aceite de neem

QUITOSANO (g/L)

DIAS CONTROL M. ACIDO 1 2.5 5 7.5 10 15
1 +++ ++ - - + - - -
2 +++ +++ ++ ++ ++ ++ + -
3 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + +

DIASCONTROL 1 25 S 7.5 10 15 16 17 20 25

1 +++ ++ ++  ++ +H+ ++ ++ - - - -
2 +++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ + - - -
3 +++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ - - -
Donde +++ es un crecimiento mayor, ++ crecimiento menor, + poco crecimiento y - sin
crecimiento

11.3.Preparacion de las emulsiones

Se realizaron mediciones de Potencial Z en las emulsiones preparadas con aceite de neem a la
CMI determinada (16 g/L), quitosano funcionalizado con HPMC (Q-g-HPMC) a dos
concentraciones 5 y 10 g/L (Figura 11.2.). No hay diferencias significativas entre los
potenciales zeta de las emulsiones preparadas con las dos emulsiones, ambas con valores
diferentes de 0 y positivo, por lo que hay repulsion de cargas en el sistema lo que favorece la

estabilidad. 107

Potencial Z (mV)

NQ(5¢g/L)-g-H NQ(10g/L)-g-H

Figura 11.2.- Potencial zeta de las emulsiones con aceite de Neem, quitosano funcionalizado con
HPMC (Q-g-HPMC) en dos concentraciones 5y 10 g/L).
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La Figura 11.3 muestra el diametro volumétrico de gota (D3p) en las dos emulsiones

preparadas, en los cuales se encontré diferencia significativa en el didmetro volumétrico. Las
particulas de la emulsién NQ(10g/L)-g-H son mas grandes que las de NQ(5g/L)-g-H, lo que se

puede deber al proceso de funcionalizacion (Nicio, 2012).
1.4

1.2 A

1.0 A T

0.8 A

D (3,0) um

0.6

0.4 A

0.2 A1

0.0 . .
NQ(5g/L)-g-H NQ(10g/L)-g-H

Figura 11.3.- Diametro volumétrico de las particulas en las emulsiones con aceite de Neem, quitosano
funcionalizado con HPMC (Q-g-HPMC) en dos concentraciones 5y 10 g/L.

Ya que un sistema es mas estable debido a que la emulsién fue monodispersa con valores de

Span cercanos a la unidad. Esta monodispersidad puede evitar la floculacion del sistema,

disminuyendo la interaccién de gotas de aceite se muestra la morfologia de las gotas de aceite

en los sistemas con quitosano funcionalizado (Q-g-HPMC) a las dos concentraciones de Q (Figura
11.3.1)

Figura 11.3.1.- Morfologia de las particulas en las emulsiones con aceite de neem quitosano
funcionalizado con HPMC en dos concentraciones5(a) y 10 (b)g/L.
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La polidispersidad expresada como Span present6 diferencia significativa entre las emulsiones
con las dos concentraciones de Q, indicando que la de NQ (5g/L)-g-H es la que presenta las
caracteristicas mas favorables (Figura. 11.4.).

1.4 1

1.2 T

1.0 A

0.8 1

Span

0.6 A

0.4

0.2 4

0.0 »NQ(5g/t)-g-H NQ(I0g/L)-g-H

Figura 11.4.- Span de las emulsiones con aceite de Neem, quitosano funcionalizado con HPMC (Q-
g-HPMC) en dos concentraciones 5y 10 g/L.

11.4. Preparaciony caracterizacion de complejos poliméricos

La formacién de los coacervados se da cuando la interaccion de todos los grupos que
interaccionan al solubilizar los biopolimeros de carga opuesta y combinarlos en relacion masica
adecuada para que estos interaccionen y se llegue a un punto de equivalencia, en el cual el
potencial zeta de la mezcla es muy cercano a cero. La Figura 11.5. muestra el cambio de
potencial zeta de los biopolimeros con respecto a pH. El potencial zeta del quitosano que se
encontraba a un pH de 3.5+ 0.4 fue diferente de 0 y positivo. Se decidi6 trabajar en un pH de
4.5 para la preparacion de los coacervados, en azul ya que en estas condiciones donde hay una
méaxima interaccion de las cargas entre los polimeros a utilizar, para asi poder precipitar y que
se obtengan los coacervados lograndose la microencapsulacion de BAL. Por otra parte, si se
mueve para la derecha o izquierda de estas condiciones, permiten la formacién de complejos

solubles, en donde se procura que haya una mayor concentracion de cargas de alguno de los
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biopolimeros para que no se llegue al punto de equivalencia y se encuentren solubles en el
sistema, en este caso ya que el quitosano solo es soluble a pH &cidos se trabajaria a pH menores
a4.n.

60+

—&— Quitosano
t :
204 Pectina

S
E
N 20
<
o
[
i}
o
o
0% °..
-20 -
[
2 3 4 5 6 7

pH
Figura 11.5.- Perfil de potencial zeta de quitosano biolégico-quimico (Q) y pectina a pH de 2
ab.
Para afinar la concentracion de polimeros a utilizar en la Figura 11.6. se presentan los
potenciales zeta de las relaciones Q:P, Q:P con medio de cultivo MRS a pH 4.5 y 5; asi como
de BAL cultivada en medio MRS durante 24 h, alcanzando en este punto su crecimiento
exponencial, después de ser concentradas en solucion de fosfatos pH 6. El potencial zeta de los
sistemas disminuy6 con la concentracion de pectina y la BAL, ya que ésta también poseia carga
negativa lo cual influye en la formacion de los coacervados.
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Potencial Z (mV)
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Potencial Z (mV)

-20 4

-25

MRS pH 4.5 MRS pH5 MRS-Pectina pH 5 BAL

Figura 11.6.- Potencial zeta a pH 4.5y 5 de las relaciones de Q:P en el dia 2 (a) y 3 dias (b) después
de la preparaciony a pH 5 del P+MRS, MRS y BAL (c).
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Se realizo la medicion del potencial zeta de los coacervados ya contenida la BAL, en la Tabla
11.3 se presentan los valores de potencial zeta los cuales nos muestran que es de cero, ya
contenida la BAL en la formulacion a las 48 h y 72 h, para corroborar que no hay cambios
estructurales de nuestros coacervados en el almacenamiento a las mismas condiciones a las
cuales seran almacenados los frutos, 10°C y HR 75% y asi ver como afectan a los
recubrimientos, ya que no hay diferencia significativa en las horas de almacenamiento en el

coacervado, tenemos que no afectan estas condiciones en el sistema.

Tabla 11.3.- Potencial Z de los coacervados de Q: P con BAL

Tratamiento Potencial Z (mV)
Q:P(1:2)+BAL 48h -0.92+0.67
Q:P(1:2)+BAL72h -0.56+0.68

11.5. Preparaciony caracterizacion de complejos solubles

Otra alternativa de incorporacion del aceite de Neem fue al formar los complejos de quitosano
y pectina en el sistema, donde la interaccién de estos polimeros constituye una proteccion
polimérica para en aceite de neem. La pectina se varié en relaciones 1:1 y 2:1 P:Q, con Q
5(g/L) se determind el potencial Z (Figura 11.7). Se observaron diferencias significativas entre
las concentraciones de P con que se realizaron los complejos solubles y los dias que se
midieron. El potencial zeta para la relacién de Q:P (1:1) fue el mas alejado de cero por lo que
es mas probable que mantenga el sistema disperso que con el de Q:P(1:2). En cuanto al Span

todos los sistemas fueron polidispersos (Figura 11.8). La Figura 11.8 muestra el D3 g, con el

que se encontraron diferencias significativas entre las relaciones Q:P y dias después de la
preparacion (Figura 11.9).
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Potencial Z (mV)
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Figura 11.7.-Potencial zeta de los tratamientos a los dias 1 y 7. Letras diferentes indican diferencia

Span

significativa (a<0.005).
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Figura 11.8.-Span tratamientos a los dias 1y 7. Letras diferentes indican diferencia significativa

(00.005).
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D(3,0)

ab

O T : T - T T
Q-P-1(1:1) Q-P-7(1:1) Q-P-1(1:2) Q-P-7(1:2)

Figura 11.9.-Diametro volumétrico a los dias 1y 7. Letras diferentes indican diferencia significativa
(a<0.005).

Con base en los parametros de estabilidad medidos en los complejos solubles debido a que no
hubo diferencia en el dia 7 con las concentraciones de pectina y que el potencial Z de la
relacion Q:P (1: 1) fue la mas alta se decidié probar ésta para las siguientes etapas de
experimentacion. Ademdas se emplearon quitosanos B-Q y C., utilizando las mismas
condiciones de preparacion obtenidas para el QB-Q aplicadas al QC, debido a que se han
reportado diferencias estructurales como el porcentaje de desacetilacioén (Pacheco et al., 2011).

11.6. Pruebas in vivo de los recubrimientos

Los recubrimientos fueron aplicados en frutos de litchi y rambutéan, ya que al ser frutos de
temporada su produccion se limita a ciertos meses del afio para el litchi es en los meses de
mayo y principios de junio (Maldonado et. al., 2012), mientras que para rambutan de junio a
agosto (Martinez et. al., 2006).
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11.6.1. Bioensayo 1

Este bioensayo corrido en fruto de litchi en mayo 2013 se compararon las concentraciones (5 y
10g¢/L), funcionalizacion (Q Y Q-g-HPMC) de quitosano bioldgico-quimico y emulsiones

(contienen aceite de neem)

La PFP de los frutos en este bioensayo fue de 10% (Figura 11.10), ésta es menor a la reportada
por Martinez- Castellanos et al., (2011) de PFP de 12% y de la determinada por Nicio (2012),
PFP 13%, a temperatura de 7°C. Las emulsiones fueron los tratamientos que mantuvieron mas
baja la PFP en los frutos que se podria deber a que esta formulacion contiene los aceites los
cuales modifican la permeabilidad de agua del fruto al medio. No obstante, los frutos tratados
con las emulsiones presentaron contaminacién microbiana después de los 16 dias de

almacenamiento.

10- —e— Control
Q (5¢9/L)
Q (10g/L)

m_ Q(5g/L)-g-HPMC

S
(A
LL 6-
o
4 -
2 4

O.-UALI-DU_LUJ_LJ_‘I-lOlbéU

Tiempo (d)

Figura 11.10.- PFP determinada en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una
humedad relativa de 75 %.
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La concentracion de fenoles expresados como mg de catequina en los epicarpios de los frutos
presentaron un decremento probablemente debido a la degradacién de los compuestos fendlicos
por las enzimas PPO y PO debido a los procesos bioquimicos que sufre el fruto después de la
cosecha, siendo el control el que al final del bioensayo tiene la mayor concentracion de
catequinas (Figura 11.11).
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Figurall.11.-Concentracion de fenoles determinada en los epicarpios de litchi almacenado a 10°C a
una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia significativa («a<0.005).

Existen reportes de formacion de complejos entre los compuestos fenolicos como catequinas y
las antocianinas de los frutos, dando estabilidad a estos pigmentos (Zhang, 2001), por lo que en
los puntos posteriores a la aplicacion del recubrimiento se ve en aumento en la concentracion
de antocianinas (Figura 11.12), mientras que la disponibilidad de catequinas va disminuyendo
(Figura 11.11). En la determinacion de antocianinas totales el mejor tratamiento fue Q (5g/L) y
el peor tratamiento fue el Q 10(g/L)-g-HPMC.
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Figura 11.12.- Antocianinas totales determinadas mediante absorbancias por gramo de epicarpios de

litchi almacenado a 10°C a una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia
significativa (a<0.005).

El cambio de color en los epicarpios de los frutos mediante la determinacién de los parametros
L*, a*, b* se muestran en la Figura. 11.13. Se observa como al inicio del ensayo los frutos
presentaron mayor luminosidad (L* 38.5), si esta es mayor nos dice que el fruto se va
oscureciendo, para posteriormente al final del experimento disminuir segun el tratamiento
desde L* 27 hasta 35.5. En cuanto C* los valores en todos los tratamientos y el control
disminuyeron de C* 40 a 20 lo que visualmente se observé como una pérdida de viveza
tornandose mas opacos, mientras que el matiz o color h* también present6 una disminucion.
Estos valores de color se encuentran en el intervalo reportado por Martinez-Castellanos (2009),
solo que a diferencia de este autor las determinaciones se realizaron en forma aleatoria y no

Unicamente en las zonas que permanecian rojas.
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Figura 11.13.-Cambio de color en los epicarpios de litchi tratado con los recubrimientos y

almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

La Tabla 11.4 se comparan los resultados de las concentraciones, si los recubrimientos eran

emulsiones y si era quitosano nativo o funcionalizado con HPMC. Los mejores tratamientos

para prolongar el color de los frutos, fueron aquellos cuya concentracion de quitosano era de

5g/L, que no se encontraban en emulsion y el Q que no estaba funcionalizado. No obstante se

decidi6 continuar estudiando las emulsiones ya que disminuyeron significativamente la PFP.
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Tabla 11.4.- Resumen de las principales variables de respuesta de los recubrimientos aplicados
en epicarpios de litchi y almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

PFP Fenoles Antocianinas Antocianinas  Color

Concentracion (%) (mg/g) Totales (Abs) HPLC(mg/g) h*
0 3.79b 3.86a 0.015 0.24 31.16
5(g/L) 3.37a 3.1b 0.015 0.28 30.96
10(g/L) 3.78 b 3.06b 0.015 0.3 32.28

Emulsion
Con Emulsién 3.28 a 3.03b 0.014 0.25b 28.57 b
Sin Emulsion 3.74 b 3.26a 0.015 0.28 a 32.73 a
Nativo o funcionalizado

Nativo 3.69b 3.36a 0.013a 0.028a 32.02a
Funcionalizado 348a 3.14b 0.014 a 0.026 b 30.63b

11.6.3. Bioensayo 2

Este bioensayo corrido en fruto de litchi en junio 2013 se compararon las concentraciones (5 y
10g/L), funcionalizacién (Q y Q-g-HPMC) de quitosano, emulsiones (contienen neem) y BAL
libres y en combinacién con Q.

En este bioensayo se probaron nuevamente las dos concentraciones de quitosano, quitosanos
nativo y funcionalizado, en soluciéon y emulsion con aceite de Neem que se compararon con
tratamientos de BAL libre y en mezcla con Q (5g/L). Se corrobor6 que las emulsiones (NQ-g-
HPMC a 5 y10g/L) fueron los mejores tratamientos en mantener las PFPs mas bajas, mientras
que el tratamiento de Q 10g/L fue el tratamiento que tuvo mayor PFP (Figura 11.14). No se
observo un efecto benéfico en el tratamiento de BAL con Q (5¢g/L) en PFP. Este bioensayo durd
18 dias, 3 mas que los reportados por Martinez-Castellanos et al (2011) y 1 dia méas que Nicio
(2012).
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Figura 11.14.- PFP determinada en litchi tratados con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una

humedad relativa de 75 %.

En la Figura 11.15.se presentan las concentraciones de antocianinas totales determinados en los
frutos. La BAL fue el mejor tratamiento, lo que concuerda con lo reportado por Martinez-
Castellanos et al en el (2011); Rodriguez en el (2011).
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Figura 11.15.- Antocianinas totales determinadas mediante absorbancias por gramo de epicarpios de
litchi almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.
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La concentracion de cianidina 3-rutindsido determinada en este bioensayo no presento
diferencias significativas entre los tratamientos al final del experimento, sin embargo a los 8
dias se observa que la BAL es el mejor tratamiento (Figura 11.16) Este comportamiento se
atribuye a la concentracion de &cido lactico producido por las bacterias, lo cual favorece la
interaccion de estos pigmentos con compuestos fendlicos manteniendo la concentracién de los
mismos, otro tratamiento con el que se determind una concentracion de cianidina-3-rutinésido
alta fue Q (5g/L)-g-HPMC.

—e— Control

—®— Q (5g/L)

Q (10g/L)

| —a— Q (5g/L)-g-HPMC
—=— Q (10g/L)-g-HPMC

5ol —&— NQ (5g/L)-g-HPMC
{ C— -+ —&— NQ (10g/L)-g-HPMC

BAL+Q (5g/L)

30+

20+

104

cianidina 3- rutinosido (mg/g epicarpio)

Tiempo(h)

Figura 11.16.-Concentracion de antocianinas por HPLC calculada con un estandar de cianidina 3-
rutinosido durante 13 dias.

Los tratamientos con BAL conservaron mayores concentraciones de catequina en los
epicarpios de los frutos, mientras que el peor tratamiento fue otra vez el de Q 10g/L,
emulsiones con Q 10g/L (Figurall.17). La disminucion de los compuestos fenolicos nos
indica una degradacion por accion de las enzimas PPO y PO inducidas por los cambios
fisicoquimicos que sufre el fruto.
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una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia significativa («a<0.005).

Las emulsiones cumplen con la funcion de mantener el peso del fruto disminuyendo la pérdida
de agua, sin embargo para el parametro de color (rojo), el cual es de los mas importantes por
ser un parametro visual de gran impacto en el consumidor, no se obtuvieron los resultados que
se esperaban ya que al probar las emulsiones en los frutos, éstos se oscurecian mas que con los
otros tratamientos. Esto puede ser atribuido a la oxidacién del aceite de girasol empleado para
la preparacion de la emulsion como se puede observar en el oscurecimiento de los frutos a los
cuales se les aplico las emulsiones que contenian aceite de neem + aceite de girasol

representados en la Figura 11.18.
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13d

amientos aplicados durante 18 dias.

Firgur‘a 11.18- Cambio de color en los frutos con los trat

En la Figura 11.19 se observa el cambio de color entre el inicio y final del experimento (19
dias), se confirma que los tratamientos con BAL son los que presentan un menor
oscurecimiento (L*) mientras que las emulsiones y los quitosanos funcionalizados por el
contrario se encuentran entre los tratamientos con menor luminosidad.
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Figura 11.19- Cambio de color en los epicarpios de litchi tratado con los recubrimientos y
almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

Con los resultados que se obtuvieron en estos dos bioensayos realizados en litchi se determind
que los mejores tratamientos aplicados fueron el de Q 5(g/L) y de BAL (Tabla 11.5), se
descartan los tratamientos en emulsion y se seguira trabajando con el quitosano que no se
encuentra funcionalizado.
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Tabla 11.5.- Resumen de las principales variables respuesta de los recubrimientos aplicados en
epicarpios de litchi a 10°C y una humedad relativa de 75 %.

PFP Fenoles Antocianinas Antocianinas Color
Concentracién (%) (mg/g) Totales (Abs) HPLC(mg/g) h*
0 4.18 e 2.36¢ 0.014 c 0.33a 30.59b
5(g/L) 3.73b 2.22d 0.015b 0.21c 31.58b
10(g/L) 3.50a 2.26d 0.016 b 0.22c 30.18 ¢
BAL 4.08 c 2.63a 0.017 a 0.28 b 31.65b
BAL+Q 4.15d 239b 0.016 b 0.27 b 32.10a
Emulsion
Con Emulsion 3.57 a 2.02b 0.014a 0.17 a 26.08 b
Sin Emulsion 3.85b 2.38a 0.015a 0.26 a 32.6a
Nativo o funcionalizado
Nativo 3.89b 2.38a 0.016 a 0.027a 30.72a
Funcionalizado 3.68a 217b 0.015a 0.022b 29.34b

Letras diferentes indican diferencia significativa (a<0.005).

A pesar de que los resultados obtenidos con las emulsiones en cuanto al cambio de color,
fueron nuevamente las que disminuyeron de forma significativa la PFP, ésta se vio en los
bioensayos anteriores al ser el aceite un comin en los tratamientos los cuales aceleraban el
oscurecimiento de los epicarpios de los frutos. Por lo que para el siguiente experimento se
modificd la formulacién integrando P pectina (P) que permitira la preparacion de complejos
solubles que entrampen el aceite de neem o BAL empleando Q 5(g/L).

11.6.2. Bioensayo 3

Este bioensayo corrido en fruto de rambutan en agosto 2013 se compar6 los recubrimientos de
quitosano y complejos solubles con aceite de neem (NQP), elaborados tanto con quitosano
biolégico-quimico Q y quitosano comercial QC

Los recubrimientos fueron aplicados en rambutan debido a que no coincidié con la temporada
de produccidn de litchi. La PFP determinada en los frutos almacenados a 10+5°C a una HR de
751£5% fue de 10%, nuevamente menor a la reportada por Martinez-Castellanos en el (2009)
donde a los 15 dias hay una PFP del 18%. En la Figura 11.20, se determinaron dos grupos con
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diferencia significativa, en donde los tratamientos que tuvieron una menor PFP fueron Q, el

complejo soluble elaborado con quitosano B-Q (NPQ) y QC.
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Figura 11.20.- PFP determinada en rambutan tratados con los recubrimientos y almacenados a 10°C a
una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia significativa (a<0.005).

La concentracion de antocianinas totales presentdé un aumento en el dia 3 después de aplicados
los tratamientos, el mejor tratamiento aplicado en rambutan fue el complejo soluble a base de
quitosano (NPQ) seguido del Q 5¢/L, lo cual nos indica que el quitosano biologico-quimico ,
mantuvo menor pérdida de agua ya que ayudd a disminuir la permeabilidad del epicarpio,
limitando la deshidratacion del fruto lo que hace que este mantenga sus propiedades y por lo

tanto retarde la senescencia (Figura 11.21).
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Figura 11.21.- Antocianinas totales determinadas mediante absorbancias por gramo de epicarpios de

La concentracion de antocianinas determinadas por HPLC fue mayor con los tratamientos de
NPQC, seguido del elaborado con Quitosano B-Q NPQ y Q mejores que control y QC. Los
complejos solubles fueron los mejores tratamientos sin diferencia significativa entre los
quitosanos estudiados (Figura 11.22.). Como se muestra en la Figura 11.23 los fenoles sufren

un decremento en su concentraciéon, lo cual indica que hay una degradacion o menor
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rambutan almacenado a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

disponibilidad de estos compuestos.
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Figura 11.23.- Concentracion de fenoles determinada en los epicarpios de rambutan almacenado a

10°C a una humedad relativa de 75 %.
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Las Unidades Infectadas (Ul) (Tabla 11.6) en el bioensayo de rambutan en donde todos los
tratamientos fueron mejor al control, el Q B-Q fue el tratamiento con menor unidades
infectadas en los 12 dias de almacenamiento de los frutos debido a las caracteristicas anti
fangicas del quitosano, sin embargo se ve que la incorporacion del aceite de neem, otro
compuesto de caracter antimicrobiano a la formulacion no favorece a la disminucion de estas
Ul. También los recubrimientos a base de quitosano comercial (QC) presentaron una mayor
contaminacion que los hechos a partir de quitosano B-Q esto ya que la naturaleza y
caracteristicas como % DA que presentan este tipo de quitosanos, lo hace menos

biocompatible y por lo tanto tiene una menor accién en los microorganismos.

Tabla 11.6.-Unidades infectadas en porcentaje al finalizar los 12 dias de almacenamiento a 10°C a

una humedad relativa de 75 %.

Unidades infectadas
Control 31.8 d
Q (5g/L) 00 a
QC (5g/L) 73 b
NPQ (5g/L) 75 b
NPQC (5g/L) 119¢

Letras diferentes indican diferencia significativa (a<0.005).

El color inicial y final de los frutos de rambutan se muestra en la Figura 11.24 es evidente la
pérdida del color en este fruto la diferencia en los tiempos para los parametros de color, como
se ve en las graficas se va oscureciendo el fruto al disminuir el pardmetro L* , y h* se acerca al

punto acromatico.
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Figura 11.24.-Cambio de color en los epicarpios de rambutan tratado con los recubrimientos y
almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

Con los resultados obtenidos (Tabla 11.7) se confirmd que se descartaria el uso de aceite de
Neem ya que no se vieron efectos sinérgicos con el quitosano en el porcentaje de unidades
infectadas (Tabla 11.6). Los mejores tratamientos fueron los que contenian BAL, por lo que en
los siguientes experimentos se prepararon coacervados y complejos solubles con BAL.
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Tabla 11.7.- Resumen de las principales variables de respuesta de los recubrimientos aplicados
en epicarpios de rambutan a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

Tratamiento %PFP %UlI L* c* Cianidin-3- Antocianinas Fenoles
rutinésido totales

HPLC  (ax10)) ,

(mg/g)x10 (i)

Control 9.84+0.81 318 25.29 30.1 32.79 1.89 2.18 27.057
b d c c d ¢ c e

Q (5g/L) 8.54+0.5 0 2608 3063 30.5 1.99 2.68 29.68
a a b a a b a a

QC (5g/L) 8.75+0.21 7.3 25.37 3098 29.2 1.72 2.35 28.71
a b C b a d c b
NPQ(5g/L) 8.73+0.09 7.5 2563 28.89 31.09 2.05 2.93 29
a b c d c b a b

NPQC(5g/L) 9.75+0.44 11.9 25.94 28.29 30.04 2.4 2.48 27.46
b c a e b a b d

Letras diferentes indican diferencia significativa («<0.005).

11.7. Aplicacion en campo de los recubrimientos

Los cultivares o variedades de litchi mas abundantes en la Region de Papaloapan en el estado
de Oaxaca son Mauritius (Racimo rojo) y Brewster (Ralo rojo), esta fue el area de aplicacién en
campo de los recubrimientos en las fincas de los productores cooperantes. Mauritius o conocido
también como "Kwai mi” o “Kuei Wei” se caracteriza por ser mds pequefio acorazonado con
cascara rugosa roja con tintes verdes en los hombros. La semilla es pequefia y la pulpa muy
dulce y aromatica. Las ramas del arbol se curvan hacia arriba en las puntas y los volantes se
enrollan hacia adentro de la nervadura central. Brewster o “Chen-Tze” son frutos grandes,
conicos o en forma de cufia, rojos, con una pulpa suave, mas acida que la del Mauritius y las
semillas son muy a menudo completamente formadas y grandes. Los volantes son planos, con

margenes ligeramente encorvados y terminando en un punto afilado (Figura 11.25).
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Figura 11.25.- Cultivares de litchi: a) Mauritius (Racimo rojo) y b) Brewster (Ralo rojo).

En este bioensayo se emplearon frutos de las Fincas de Boca de Perro de Santa Maria
Jacatepec, el Refugio de San José Chiltepec y la Empacadora de Maria Lombardo de Caso en la
Regidon del Papaloapan en Oaxaca (Figura 11.26) se compararon la BAL libre, encapsulada en
coacervados y complejos solubles, elaborados con pectina y quitosano (CoBAL y QPBAL) y
en combinacion con quitosano en las dos variedades de litchi.
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Figura 11.26.- Mapa de localizacion de la Region de Papaloapan en Oaxaca (cuadro
punteado) en los municipios de Santa Maria Jacatepec, San José Chiltepec y Maria Lombardo de

Caso.
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11.7.1. Bioensayo 4

Aplicacion de coacervados (CoBAL) en litchi. Este bioensayo corrido con fruto de litchi en
mayo-julio 2014 se compraron tratamientos de BAL libres y en coacervados en dos variedades
de fruto Mauritius y Brewster.

Para racimo rojo no se encontraron diferencias significativas en la PFP entre el control y los
tratamientos de BAL y CoBAL, mientras que para Brewster el mejor tratamiento para reducir
la PFP fue Q no habiendo diferencias significativas entre el control, BAL CoBAL Yy la
combinacion de BAL con Q5¢/L (Figura 11.27)
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Figura 11.27.- PFP determinada en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una
humedad relativa de 75 %. a) Mauritius b) Brewster. Letras diferentes indican diferencia significativa
(a<0.005).

Se muestra en la Tabla 11.8 el pH de los tratamientos sube, pero en los tratamientos de
Quitosano, BAL y CoBAL no hay diferencia significativa con el control lo que para BAL +Q
5¢/L si la hay, asi mismo para la acidez titulable (AT) a pesar de que hubo una disminucion
del porcentaje de acido malico para los tiempos finales no hubo diferencia entre los
tratamientos. Esto concuerda con lo reportado por el INIFAP en el (2004) donde nos dice que

racimo rojo contiene mas azlcares mientras que Brewster es mas acido.

El contenido de azlcares (SST) es un parametro importante de calidad, en este caso para que
se encuentre dentro de los parametros debe de estar entre 18 y 20 °Brix para el litchi, lo cual se
cumple y no se observan diferencias significativas entre los tratamientos, para la relacién
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SST/AT tampoco hay diferencia entre los tratamientos pero entra dentro del aceptado para la
comercializacion de frutos 40-100 (Castillo-Animas y Pelayo-Zaldivar, 2006).

Los cocientes SST/AT de los tratamientos tendieron a aumentar conforme el tiempo de
almacenamiento transcurrid, presentando diferencia significativa solo el coacervado para
racimo rojo y para Brewster Q 5g/L, CoBAL, Q 5g/L + BAL fueron los mejores tratamientos
dicho comportamiento se debe a la disminucion en la AT (expresada como por ciento de acido
malico) ya que los &cidos organicos son consumidos como sustrato respiratorio y los SST se
mantienen; éste comportamiento ha sido referenciado en diferentes trabajos sobre litchi
(Sivakumar et al., 2007; Jacuinde, 2007; Martinez- Castellanos et al., 2009).

Tabla 11.8.- Andlisis de medias para los resultados de pH, STT, AT y relacion STT/AT en litchi de los
cultivares Mauritius y Brewster tratados con los recubrimientos durante los 7 dias de almacenamiento.

Tratamiento/ pH SST AT SST/AT
variedad Mauritius [Brewster [ Mauritius | Brewster | Mauritius | Brewster | Mauritius [Brewster

Control 464 b 4.06c¢c 20.74 a 1953a 0.29b 1489h 79.72a 40.28 b
Q 5g/L 452 a 3.88a 20.59 a 19.60a 0.29b 0.44 a 79.60 a 45.32 a
BAL 471c 3.87 a 20.38 a 19.75a 0.30b 0.498b 78.73a 39.88 b
Coacervado 4.59Db 3.96b 19.28 b 1895a 0.32a 0.406a 62.65b 48.73 a
Q5¢g/L +

BAL 4.87d 3.93b 1959 b 1941a 0.29b 0431a 7784a 46.07 a

Letras diferentes indican diferencia significativa («<0.005).

La concentracion de antocianinas totales en racimo rojo fue mayor con el coacervado, el cual
incremento al final del bioensayo al aumentar la absorbancia, esto puede ser por que el
quitosano es un estimulador en la produccion de fenilalanina amonio liasa, enzima clave en la
produccidn de catequinas reportado por Srisornkompon et al. (2013) que aplicado en las hojas
de té verde estas presentan una mayor concentracion de estos compuestos fenolicos, lo que
ayuda a la formacion de complejos estables entre antocianinas y catequinas, que por
consiguiente también se ve en el aumento en la concentracién de antocianinas por HPLC
(Figura 11.29) y de fenoles(catequinas) en la Figurall.28 donde los mejores resultados se
obtuvieron tanto para Q 5g/L, en combinacion con BAL vy el coacervado, sin embargo en la
variedad Brewster no se ve el mismo comportamiento aunque en la concentracion de fenoles si

hay un aumento lo que concuerda con lo obtenido en la variedad de Mauritius.
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Para los tratamientos aplicados en frutos de litchi variedad Brewster (Figura 11.28) los
resultados que se obtuvieron fueron muy diferentes a los de racimo rojo, el control fue el
mejor tratamiento, y ya que no se pudieron conservar mas que un punto, no se pudo observar
si este comportamiento seguiria viéndose de la misma manera, sin embargo los demas
tratamientos se mantuvieron sin haber una diferencia significativa del tiempo inicial al final, lo

cual no fue un mal resultado ya que los pigmentos se mantuvieron.
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Figura 11.28.- Absorbancia total determinada en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados

a 10°C a una humedad relativa de 75 %. a) Mauritius b) Brewster
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En cuanto a las Antocianinas determinadas por HPLC (Figura 11.29) para la variedad
Mauritius, el mejor tratamiento fue el coacervado de BAL, que concuerda con los resultados
obtenidos en los resultados de Antocianinas totales, siendo estas diferentes al control. Los
recubrimientos de BAL fueron los que disminuyeron mas en cuanto a la concentracion de

antocianinas, esto no  concuerda con los resultados obtenidos anteriormente con los
recubrimientos de litchi por Martinez-Castellanos et al., (2011) y el bioensayo 2 de este
trabajo. Paralas antocianinas determinadas por HPLC en Brewster el mejor tratamiento fue

el control con diferencia significativa de Q 5g/L, CoBAL y BAL+Q pero sin haber diferencia
en la concentracion de cianidina 3 —rutindsido en el epicarpio de los frutos.
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Figura 11.29.- Antocianinas HPLC determinada en litchi tratado con los recubrimientos y
almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %. a) Mauritius b) Brewster
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La concentracion de catequina (fenoles) en los epicarpios determinada en frutos de litchi para
Mauritius (Figura 11.30 a) no presentd una diferencia significativa con el control en los
tratamientos aplicados en estos frutos a pesar del incremento en la concentracion al dia 7, para
la variedad de Brewster (Figura 11.30 b) al igual que los bioensayos anteriores los mejores
tratamientos fueron BAL y BAL+Q los tratamientos que se mantuvieron fue Quitosano.
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Figura 11.30.- Fenoles determinados en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C
a una humedad relativa de 75 %. a) Mauritius b) Brewster
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Las gréficas de color (Figura 11.31) muestran que los pardmetros a* y b* en variedad
Mauritius, cuyas relaciones permiten calcular h* y C* durante el almacenamiento se van
acercando al centro, ya que el fruto va cambiando su color rojo caracteristico a uno mas opaco
perdiendo luminosidad como se confirma en la gréafica de L* en variedad Mauritius.
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Figura 11.31.-Determinacién de color a los 0 y 7 dias del bioensayo con variedad Mauritius
determinada en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad relativa
de 75 %.

Para la variedad de Brewster Figura 11.32., algunos de los tratamientos aplicados en litchi
mejoraron las caracteristicas después de la aplicacion como lo son BAL, BAL+Q5g/L sin
embargo el control sigue siendo el que presenta los mejores resultados en este caso y BAL fue
el que mostro un menor oscurecimiento. Por lo que en este bioensayo se confirma que
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tampoco existe un efecto sinérgico de BAL y Q5g/L., esto se puede deber al efecto
antimicrobiano que presenta el quitosano que afecta a la BAL no dejandola actuar de la misma
manera que si se encuentra sola en el epicarpio de los frutos.
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Figura 11.32.- Determinacion de color a los 0y 7 dias del bioensayo con variedad Brewster
determinada en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad relativa
de 75 %.

11.7.2. Bioensayo 5

Aplicacion de BAL libres y Q con fruto de litchi de mayo —julio 2014 en frutos de variedad
Brewster

Los resultados de PFP (Figura 11.33) que se obtuvieron en este bioensayo fue menor a los
resultados obtenidos por Martinez-Castellanos et al. (2011). ElI mejor tratamiento fue
nuevamente BAL hasta los 19 dias que duro el experimento.
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Figura 11.33.- PFP en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad
relativa de 75 %. Brewster

Los valores de los parametros de calidad Tabla 11.9 de pH, AT Y STT/AT no tuvieron
diferencia significativa entre los tratamientos. La relacion de STT/AT concuerda con lo
aceptado para su comercializacion de 40-100 reportado por Castillo-Animas y Pelayo-
Zaldivar (2006), en este bioensayo también se vio el aumento en el segundo punto después
de aplicados los recubrimientos tanto en antocianinas totales (Figura 11.34), por HPLC
(Figura 11.35) y fenoles (Figura 11.36).

Tabla 11.9.-pH, SST, AT y su relacion en el jugo extraido de los litchi tratado con los recubrimientos

Tratamiento |pH SST AT SST/IAT
Control 433 a 17.63c¢c 0.278 a 84.26 a
Q 5g/L 4.38a 18.47 a 0.276a 73.76 a
BAL 4.60 a 18.47 a 0.304 a 72.78 a

Letras diferentes indican diferencia significativa (a<0.005).

Al analizar los resultados de antocianinas totales (Figura 11.34), observamos que no hubo
diferencia significativa entre el control y Q5g/L los cuales mostraron tener una mayor
concentracion de antocianinas totales en comparacién con los tratados solo con BAL libres.
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Figura 11.34.- Absorbancia total en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a
una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia significativa («<0.005).

Los resultados de cianidina-3-rutinsido se presentan en la Figura 11.35, la mayor

concentracion fue determinada con el tratamiento de BAL comparando con los tratamientos

control y Q, lo cual concuerda con los bioensayos anteriores corridos con BAL libre.
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Figura 11.35.- Antocianinas determinadas por HPLC en litchi tratado con los recubrimientos y
almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia

significativa (¢<0.005).
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Mientras que en las determinaciones de catequina los tratamientos de BAL y Control no
tuvieron diferencia significativa siendo estos los mejores tratamientos (Figura 11.36).
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Figura 11.36.- Fenoles determinados en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C
a una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia significativa (a<0.005).
Las gréficas de color que se presenta en la Figura 11.37 los valores de a* y b*, los cuales
mostraron en este bioensayo, como los frutos fueron presentando el oscureciendo en el
epicarpio conforme pasa el tiempo, no obstante el tratamientos aplicados de la BAL libre
mejoraron las caracteristicas en los frutos de litchi.
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Figura 11.37.- Determinacion de color a los 0, 21 y 28 dias en litchi tratado con los recubrimientos y
almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.

Los recubrimientos aplicados en los frutos de litchi fueron vistas en el microscopio electrénico
de barrido, las micrografias electronicas en la Figura 11.38, en donde se aprecia la estructura
del epicarpio de litchi presentada como el control (Figura 11.38a), en la SEM (Figura 11.38b)
se muestra el desarrollo Lactobacillus plantarum sobre el epicarpio del fruto formando una
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biopeliculas formada por las BAL, la formacion de biopeliculas de bacterias lacticas sobre el
epicarpio de los frutos ha sido reportado por Martinez -Castellanos et al. (2011).

En la Figura 11.38 c se observan las bacterias cubiertas por pelicula de quitosano, el
biopolimero protege a las bacterias del ambiente creandoles una atmosfera modificada tanto al
fruto como a las BAL, sin embargo pierden viabilidad y con ello eficacia en la conservacion
de color en estos frutos. En la Figura 11.38e fue evidente la formacion de aglomerados de Q y
BAL, los cuales se forman por la coacervacion de las biopolimeros encapsulando las bacterias,
pero también se observan BAL las cuales actian directamente sobre el epicarpio del fruto, lo
cual se atribuye a la liberacion de estas BAL de las microparticulas formadas por el quitosano
y la pectina, también para posteriores estudios se podria analizar la eficiencia de encapsulacion

de las BAL para asi confirmar esto.
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Figura 11.38.-SEM de epicarpio de litchi control (a) y con tratamientos: BAL(b), BAL+Q5g/L (c),
Q5g/L(d) y CoBAL (e).

11.7.3. Bioensayo 6

Aplicacion de BAL libres y QPBAL con fruto de litchi de mayo —julio 2014 en frutos de
variedad Brewster

La PFP de QPBAL fue la mas baja seguida de la BAL y por ultimo el control, es relevante el
mencionar que se supera la eficacia de los recubrimientos reportados por Martinez-Castellanos
et al. (2011) sin embargo puede deberse a la variedad o época de cosecha, del fruto (Figura
11.39).
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Figura 11.39.- PFP en litchi tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad

relativa de 75 %.

Los resultados de pH, STT, AT y SST/AT se resumen en la Tabla 11.10, se observa una
disminucion en la AT (expresada como porcentaje de acido malico), ya que los acidos
organicos son consumidos como sustrato y los SST se mantienen de ahi que la relacion
STT/AT aumente, aunque en este caso no se detectaron diferencias significativas. Este
comportamiento ha sido reportado en diferentes trabajos sobre litchi (Sivakumar et al., 2007;
Jacuinde, 2007; Martinez- Castellanos et al, 2009).

Tabla 11.10.- pH Sélidos solubles totales acidez total titulable del jugo extraido de los litchi tratado con los
recubrimientos

Tratamiento |pH STT AT STT/ATT
Control 493 a 15.72 a 0.201 a 94.02 a
BAL 5.00a 16.42a 0.161b 105.64 a
QPBAL 5.07 a 1581 a 0.171b 98.67 a

Letras diferentes indican diferencia significativa (a<0.005).

En antocianinas totales (Figura 11.40) no se encontraron diferencias significativas como
tampoco en Antocianinas HPLC (Figura 11.41), y contenido de fenoles (Figura 11.42) entre
los tratamientos aplicados en este bioensayo presentaron valores mas bajos que lo reportado
por Martinez-Castellanos et al. (2011).
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Figura 11.40.- Antocianinas totales durante 7, 14 y 21 dias en litchi tratado con los recubrimientos y
almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia
significativa (a<0.005).
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Figura 11.41.- Antocianinas determinados por HPLC durante 7, 14 y 21 dias en litchi tratado con los
recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican
diferencia significativa (a<0.005).
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Figura 11.42.- Fenoles determinados durante 7, 14 y 21 dias en litchi tratado con los recubrimientos
y almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %. Letras diferentes indican diferencia
significativa (a<0.005).

La viabilidad de las BAL en los frutos de litchi a lo largo del bioensayo se determin6 por
cuenta en placa y como se esperaba debido a la naturaleza antimicrobiana del quitosano y los
resultados con las CMI que se obtuvieron para BAL, el complejo soluble fue el que presentd
menor cuenta de viables (Figura 11.43). No obstante esta disminucién el tratamiento fue eficaz

manteniendo las caracteristicas de calidad.
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Figura 11.43.- Viabilidad de BAL en fruto de litchi 7, 14 y 21 dias del bioensayo en litchi tratado con
los recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.
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El mejor resultado en los analisis estadisticos de color (Figura 11.44) fue el QPBAL ya que
mantiene el color caracteristico rojo en el epicarpio del fruto, el control y BAL fueron
tratamientos que analizando graficamente, donde la variable L* obtenida del complejo es el
que se ve menos afectado por la degradacion de los pigmentos. Aungue no se obtuvieron
diferencias significativa en los tratamientos tanto en concentracion de antocianinas por HPLC,

totales y fenoles entre los tiempos de almacenamiento.
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Figura 11.44- Determinacion de parametros de color a los 3 y 21 dias del bioensayo en litchi
tratado con los recubrimientos y almacenados a 10°C a una humedad relativa de 75 %.
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12.  CONCLUSIONES

A pesar de los resultados favorables que se obtuvieron en la PFP (%) de los frutos que se
trataron con las emulsiones, las demas variables de calidad medidas como las concentraciones
de antocianinas totales, cianidina-3-rutinosido y catequina fueron bajas, lo cual pudo deberse a

la oxidacion del aceite vegetal utilizado en la preparacion de las emulsiones.

Se compararon los quitosanos obtenidos por métodos quimico (QC) y bioldgico-quimico (Q),
siendo este Ultimo el que presentd mejores resultados en la conservacion de la calidad
poscosecha de los frutos a pesar de estos resultados el tratamiento que en todos los bioensayos
logro perdurar las caracteristicas de color fue el que se formul6 por Lactobacillus plantarum
libre seguida tanto como coacervados y complejos solubles.

Los complejos solubles y coacervados obtuvieron buenos resultados en comparacion al control
pero en algunos bioensayos no hubo diferencias entre estos y el de BAL libre, por lo que no se
logré un mayor efecto con los tratamientos de CoBAL y QPBAL que buscaban un efecto
sinérgico entre el quitosano y la BAL lograndose extender la vida poscosecha mas de los 21
dias que se mantuvieron con BAL libre.

13.  TRABAJO RELACIONADO

En relacion al presente proyecto se realizé un estudio de prefactibilidad de los recubrimientos
con base en la validacién de la tecnologia en campo, en donde la aplicacion de los
tratamientos de Q 5g/L y BAL fueron rentables con una recuperacion de la inversién (TIR) de
1 y 2 afos, respectivamente. Este estudio se realiz0 tomando en consideracion la
infraestructura que tienen los productores de litchi en la region del Papaloapan del Estado de
Oaxaca (Barrera & Shirai 2014).
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14. TRABAJOS PRESENTADOS

EFECTO DE LOS RECUBRIMIENTOS DE QUITOSANO Y BACTERIAS EN LA
CONSERVACION POSCOSECHA DE LITCHI. Oral presentado en el congreso XXXV
Encuentro de la Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C.
(AMIDIQ). Puerto Vallarta, México. Mayo 2014.

EFECTO DE LA CONCENTRACION Y QUITOSANO OBTENIDO POR METODO
BIOLOGICO-QUIMICO Y QUIMICO EN RECUBRIMIENTOS DE RAMBUTAN (Nephelium
lappaceum L). Cartel presentado en el congreso XXXV Encuentro de la Academia Mexicana
de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C. (AMIDIQ). Puerto Vallarta, México.
Mayo 2014.
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