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V. Resumen

Los pepinos se caracterizan por su firmeza, color verde-oscuro, ausencia de cicatrices,
amarillamientos y pudriciones. Sin embargo, durante la postcosecha, estas caracteristicas
se pierden gradualmente, alcanzando una vida de anaquel de 14 dias; por esta razén se
buscan alternativas para reducir los efectos que inducen la pérdida de la calidad en
postcosecha. Mediante el uso de recubrimientos comestibles, se ha logrado reducir estos
efectos y el quitosano adicionado con aceites esenciales han mostrado tener un efecto
sinérgico en el control de patégenos y preservado la calidad. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de recubrimientos a base de quitosano nanoestructurado adicionado con
aceite esencial de canela sobre la calidad postcosecha de pepino. Para esto se elaboraron
recubrimientos de quitosano (Q), quitosano con aceite esencial de canela (QAEC),
quitosano con trans-cinamaldehido (QTCA), quitosano nanoestructurado (NQ), quitosano
nanoestructurado con aceite esencial de canela (NQAEC) y quitosano nanoestructurado
con trans-cinamaldehido (NQTCA). Después de aplicar los recubrimientos, los pepinos se
almacenaron a 12°C durante 16 dias. Los muestreos se realizaron cada 4 dias evaluando
las variables de calidad: sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT), firmezay color;
las variables fisioldgicas: pérdida de peso, respiracion, produccion de etileno, clorofilas
totales, como variable bioquimica, por ultimo, el componente microbiolégico (CM) y la
aceptabilidad de los frutos. También, la incidencia y severidad del patégeno Fusarium
solani. No se encontraron diferencias estadisticas, en SST, AT y firmeza. Los frutos que
mostraron mayor cambio de color fueron el control, Q, QTCA y NQAEC. Los tratamientos
de Q y NQ mostraron una pérdida de peso de 5.49% y 8.47%, el resto presentaron valores
superiores al 20%. La respiracion en todos los tratamientos se mantuvo por debajo del valor
de referencia. En los recubrimientos con nanoparticulas el contenido de clorofilas totales
fue mayor al final del almacenamiento. En cuanto al CM se encontré un mayor contenido
de hongos y levaduras en el tratamiento con NQTCA y bacterias aerofilas en el tratamiento
con QTCA, a los 4 dias de almacenamiento. No se encontraron diferencias entre los
tratamientos evaluados en cuanto a la aceptabilidad del consumidor. Se observé una
incidencia de 75-100% en los tratamientos evaluados y con los tratamientos de Q y NQ
presentaron la menor severidad. Se concluye que los recubrimientos evaluados tienen
potencial para mantener la respiracion, minimizar la pérdida de peso y el cambio de color
durante el almacenamiento, y los tratamientos de Q y NQ disminuyen la severidad de las
pudriciones causadas por F. solani.
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V. Abstract

Cucumbers are vegetables that are characterized by their firmness, dark green color,
absence of scars, yellowing and decay. However, during postharvest, these characteristics
are gradually lost, reaching a shelf life of 14 days; for this reason, alternatives are sought to
reduce the effects that induce the loss of post-harvest quality. Through the use of edible
coatings, these effects have been reduced and chitosan has been added with oil, it has been
shown to have a synergistic effect in controlling pathogens and preserving quality. The
objective of this work was to evaluate the effect of coatings based on nanostructured
chitosan added with cinnamon essential oil on the postharvest quality of cucumber. For this,
the coatings of chitosan (Ch), chitosan with cinnamon essential oil (ChCEO, chitosan with
trans-cinnamaldehyde (ChTCA), nanostructured chitosan (NCh), nanostructured chitosan
with cinnamon essential oil (NChCEO) and nanostructured chitosan were prepared. with
trans-cinnamaldehyde (NChTCA). After applying the coatings, the cucumbers were stored
at 12 ° C for 16 days. The samples were made every 4 days evaluating the quality variables:
total soluble solids (SST), titulable acidity (AT), firmness and color; the physiological
variables: weight loss, respiration, ethylene production, total chlorophylls, as a biochemical
variable, finally, the microbiological component (CM) and the acceptability of the fruits. Also,
the incidence and severity of the pathogen Fusarium solani. No statistical, were found in
SST, AT and firmness. The fruits that showed the greatest color change were the control,
Ch, ChTCA and NChCEO. The treatments of Ch and NCh showed a weight loss of 5.49%
and 8.47%, the rest presented values higher than 20%. Breathing in all treatments remained
below the reference value. In the nanoparticle coatings the total chlorophyll content was
higher at the end of storage. For CM, a higher content of fungi and yeasts was found in the
treatment with NChTCA and aerophilic bacteria in the treatment with ChTCA, after 4 days
of storage. No differences were found between the treatments evaluated in terms of
consumer acceptability. An incidence of 75-100% was observed in the treatments evaluated
and with the treatments of Ch and NCh presented the lowest severity. It is concluded that
the coatings evaluated have the potential to maintain respiration, minimize weight loss and
color change during storage, and Ch and NCh treatments decrease the severity of rots

caused by F. solani.
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1. Introduccién

En la actualidad existe una creciente demanda de productos hortofruticolas de buena
calidad, por lo tanto, los consumidores se han vuelto mas exigentes a la hora de elegir y
adquirir hortalizas y frutas. Esta demanda ha estimulado el desarrollo de nuevas tecnologias
para mantener la calidad postcosecha, ya que en esta etapa del cultivo es donde se
encuentran el 50 % de pérdidas de produccion en todos los cultivos econémicos en el
mundo. El manejo postcosecha busca prevenir la aparicion de enfermedades y disminuir la
velocidad de los procesos fisioldgicos que llevan al deterioro, con el fin de mantener la
calidad de la cosecha y aumentar la vida de anaquel. El uso de recubrimientos comestibles
data de la antigua China, donde se cubrian los citricos con ceras con la finalidad de mejorar
Su aspecto y que éstos duraran un mayor tiempo. Los recubrimientos comestibles estan
constituidos por una matriz delgada que se forma directamente sobre los frutos, estos se
han elaborado de diferentes materiales de origen natural como lipidos, proteinas y
polisacaridos. Uno de los polisacaridos mas empleados en la actualidad y que ha dado
excelentes resultados es el quitosano, el cual se extrae de la quitina del exoesqueleto de
los crustaceos que se desechan en la industria pesquera. El quitosano tiene como
caracteristicas que es un polisacéarido biodegradable, no téxico para humanos y animales,
tiene actividad antimicrobiana lo que, lo hace atractivo, para la elaboracién de
recubrimientos comestibles. Se han realizado estudios del uso de quitosano para mantener
la calidad postcosecha en cuanto al color, sabor, textura, ademas se ha demostrado que
tiene la capacidad de reducir la tasa de respiracion, la pérdida de peso y la velocidad de
deterioro, actuando como una barrera para el oxigeno y la reduccion de infecciones durante
el almacenamiento. En otros estudios se han empleado el quitosano mezclado con aceites
esenciales, como el aceite de canela, mejorando las propiedades mecanicas y quimicas del

quitosano, haciéndolo més soluble en agua, aumentado la permeabilidad al vapor de agua
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y ambos, componentes actian de forma sinérgica en el control de enfermedades en
postcosecha. Recientemente, se ha empleado el quitosano nanoestructurado, en forma de
nanoparticulas capaces de encapsular en su interior componentes como los aceites
esenciales. Este tipo de recubrimientos tienen diferentes beneficios potenciales con
respecto al quitosano convencional, ya que mejoran las propiedades funcionales de la
cubierta comestible como resultado de una mayor superficie de contacto y se considera que
las nanoparticulas tienen una mayor actividad antimicrobiana y propiedades de barrera.
Uno de los productos agricolas mas importantes en México, es el pepino, ya que este forma
parte de la dieta diaria de la poblacion ademas de que se exporta el 83 % de su produccion
nacional a diferentes paises durante el periodo invernal. Sin embargo, una vez cosechado
el pepino experimenta cambios metabdlicos importantes que demeritan su calidad y se ha
documentado que una vez cosechado, la vida de anaquel maxima en condiciones de
almacenamiento es de 14 dias. Los frutos de pepino tienen como atributos de calidad la
uniformidad, firmeza, color verde oscuro de su piel, el tamafio segun la variedad y carencia
de cicatrices, pudriciones y amarillamientos. Por la importancia econémica y de consumo
en México, se planted la busqueda de estrategias que sean amigables con el ambiente,
econdémicas y que permitan mantener la calidad de la cosecha de los frutos de pepino y
aumentar la vida de anaquel, por ello se emplearon recubrimientos comestibles con
componentes de uso comercial, de bajo costo y accesibles para los productores. Este
trabajo se propuso formular y evaluar el efecto de recubrimientos a base de quitosano y
guitosano nanoestructurado adicionados con aceite esencial de canela sobre la calidad

postcosecha de frutos de pepino.
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2. Antecedentes

2.1. Manejo postcosecha

Las pérdidas en calidad y cantidad entre la cosecha y el consumo afectan las cosechas de
los productos hortofruticolas frescos. Se calcula que estas van de 5 a 25 % en paises
desarrollados y hasta el 50 % en paises en desarrollo dependiendo del producto, de la
variedad y las condiciones de manejo, areas de produccién y época del afio (Aular 2006,
Kader 2007, FAO 2017). El manejo postcosecha busca reducir estas pérdidas enfocandose
en los factores bioldgicos y ambientales involucrados en el deterioro, ademas, de generar
tecnologias que retrasen la senescencia y mantengan la calidad de la cosecha. Las
pérdidas postcosecha tienen repercusion a nivel econémico y social para todos los que
intervienen en la cadena de produccion desde el agricultor hasta el consumidor final, quien

es el que asume los sobre costos de éstas (Lopez y col 2000).

Para extender la vida util de las frutas en postcosecha, algunas medidas efectivas se han
implementado en los ultimos afios incluyendo el almacenamiento a bajas temperaturas, el
uso de envases o envolturas que modifiquen la atmdosfera, irradiacién UV, la aplicacion de
cubiertas y recubrimientos de diversas composiciones (Bafios y col 2005, Mehyar y col
2011, Moreno y col 2013), tratamientos hidrotérmicos, férmulas que contienen agentes de
control biolégico, entre otras (Quezada y col 2003; Ramos-Garcia 2012). Se han utilizado
cubiertas de ceras vegetales y quimicas, materiales plasticos por sus propiedades
inherentes de permeabilidad selectiva de gases (Kader 2002, Moreno y col 2013). Y més
recientemente, el uso de recubrimientos comestibles a base de diferentes materiales
bioldgicos que son de bajo costo y facil obtencion, ademas de que son amigables con el

ambiente por su biodegradabilidad y baja toxicidad.
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Las frutas y hortalizas son tejidos vivientes que luego de la cosecha, experimentan cambios
continuos, siendo la fisiologia postcosecha la ciencia que estudia los procesos, cambios o
comportamientos que presenta una fruta o una hortaliza después de ser cosechada (Lopez
y col 2000), por lo que es de especial interés el conocimiento de aspectos relacionados con
la biologia de estos productos en esta etapa del cultivo, de lo cual dependerd la
manipulacion en estado fresco, de la cosecha misma, de la seleccién y clasificacion, del

empaque en campo, el transporte y la exhibicién en el punto de venta (Kader 2007).

Sin embargo, estos cambios no se pueden detener, pero si retrasar dependiendo del tipo
de hortaliza o fruto conociendo los factores fisiolégicos que estos requieran controlar,
permite definir las estrategias para prologar su vida de anaquel. Unos de los procesos que
se buscan retrasar en la postcosecha son la senescencia que es la etapa final de desarrollo
de los vegetales, donde se originan una serie de cambios que llevan a la muerte de los
tejidos. Estos procesos son: la respiracion, la produccion de etileno, cambios en la
composicién quimica, transpiracion y pérdida de agua, crecimiento y desarrollo y algunos
cambios inducidos por las condiciones ambientales en las que se almacenan las frutas y
hortalizas como las fisiopatias, el dafio fisico, dafio por calor y el dafio causado por

microorganismos (Kader 2007, Fatima y col 2009).

Conociendo cémo ocurren cada uno de los procesos bioldgicos, fisiologicos y el
conocimiento de los factores ambientales que afectan a los productos hortofruticolas, se
pueden establecer estrategias de manejo adecuadas para cada uno y asi prolongar la vida

de anaquel y reducir las pérdidas de produccion y econémicas.
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2.1.2. Calidad postcosecha

El termino calidad tiene muchas acepciones. La palabra “calidad” proviene del latin qualitas,
que significa atributo, propiedad o naturaleza basica de un objeto (FAO 2017). Sin embargo,
en la actualidad y en sentido abstracto su significado es “grado de excelencia o
superioridad” (Kader y col 2007). Aceptando esta definicidn, se puede decir que un producto
es de mejor calidad cuando es superior en uno o varios atributos que son valorados objetiva
0 subjetivamente (FAO 2017). La determinacion de calidad en frutas y hortalizas ha ido
evolucionando segun las exigencias de mercado, en la actualidad las mediciones
instrumentales se han preferido a las sensoriales ya que permiten automatizacion,
objetividad y menor variabilidad a la vez el establecimiento de normas estandares entre
investigadores, industria y consumidores (CAJAMAR 2014), convirtiéndose en el principal
factor de preferencia del consumidor junto con el destino o uso también puede determinar

distintos criterios de calidad para un mismo producto.

Las principales variables de calidad utilizadas en postcosecha segun los cambios que un
producto hortofruticola pueda experimentar se mencionan: el cambio de color, siendo el
cambio mas obvio. El color es el mas importante, puesto que, si un producto no tuviese una
buena presencia colorimétrica, el consumidor no podria llegar nunca a juzgar las otras
variables como sabor y textura (CAJAMAR 2014), y muchas veces es utilizado para saber
si un fruto estd maduro o no (Cruz-Gomez 2015), e indica la degradacion de ciertas
sustancias como las clorofilas y la sintesis de otras como las xantofilas y antocianinas
(amarillos y colores rojos, respectivamente). Otra de las variables que definen la calidad
son las medidas morfométricas como el peso, el tamafio, la uniformidad; son caracteristicas
que definen a su vez la geometria de un producto en particular (CAJAMAR 2014). En el

caso de pepino, tomate, entre otros; existen pliegos o normativas de calidad donde se

19



definen numéricamente los valores estandares para el color y el tamafio que son
considerados como “calidad suprema” (PC-021-2005). Para el pepino de exportaciéon
existen manuales de produccion como el “United State Agency International Development
April 20077, “United States Department of Agriculture Cucumbers Shipping Point and Market
Inspection Instructions January 1998, “Guia practica para la exportacion de pepinos a EE.
UU” del Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura Representacion del
IICA en Nicaragua Managua, Julio del 2007. En México existen manuales donde también
se describen los estandares de calidad para el cultivo de pepino como “Proyecto
SAGARPA-CONACYT 126183 Inteligencia de mercado de pepino” y “PC-021-2005 Pliego

de condiciones para el uso de la marca oficial México Calidad Suprema en pepino”. Cada

pais tiene su normatividad para la produccién y exportacién de frutas y hortalizas.

Existe una creciente demanda de calidad superior tanto externa como interna. Los aspectos
externos (presentacion, apariencia, uniformidad, madurez, frescura) son los componentes
principales de la decision de compra, la que normalmente es tomada por el consumidor. La
calidad interna (sabor, aroma, textura, valor nutritivo, ausencia de contaminantes bioticos y
abidticos), esta vinculado a aspectos generalmente no perceptibles, pero no por ello menos

importante para los consumidores (FAO 2017).

2.2. Alternativas para el manejo de las enfermedades en postcosecha

En la actualidad, los productos naturales gozan de gran aceptacion, reemplazando el uso
de compuestos sintéticos o materiales generados artificialmente (Martinez 2003). El control
de hongos fitopatégenos requiere aplicar técnicas alternativas, pues el manejo tradicional
con agroquimicos ha ocasionado diversos problemas como la toxicidad a los usuarios
(Guerrero-Rodriguez 2007), ya que dichas sustancias persisten en altas concentraciones,

toxicas para el ser humano (Barrera y Bautista 2008).
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2.2.1. Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son sustancias responsables del aroma de las plantas y son
importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos
(condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Martinez 2003). Otros
investigadores, los definen como sustancias odoriferas de naturaleza oleosa, con
distribucion en toda la planta (hojas, raices, tallos, flores, frutos). En su gran mayoria son
de olor agradable, aunque existen algunos de olor relativamente desagradable como por
ejemplo los del ajo y la cebolla, los cuales contienen compuestos azufrados (Martinez
2003).

Debido a sus caracteristicas quimicas los aceites esenciales son compuestos organicos
producto del metabolismo secundario de las plantas, volatiles y complejos; se encuentran
en una mezcla de componentes heterogéneos (Vasquez y col 2001, Bakkali y col 2008,
Arya y Perelld 2010, Juarez-Becerra y col 2010); de hasta mas de 100 componentes que
pueden ser compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres y acidos) (Figura 1). Se caracterizan por tener uno o dos componentes
mayoritarios, principalmente en altas concentraciones (20-70%), comparado con otros
compuestos presentes en concentraciones traza. Generalmente, el compuesto mayoritario
es el que determina la propiedad bioldgica del aceite esencial y a su vez, éstos compuestos
pueden tener distinto origen biosintético.

El grupo principal de moléculas que se encuentra dentro de los aceites esenciales son los
terpenos y terpenoides, junto con otros compuestos alifaticos y arométicos, caracterizados
todos por su bajo peso molecular. En la Figura 1 podemos observar otras moléculas que se
encuentran presentes en los aceites esenciales son carburos (mirceno, [B-cimeno),
alcoholes (mentol, o-terpinol), ésteres (propionato), cetonas (germacrona), alcoholes

(cindmico), fenoles (eugenol), entre otros (Bakkalli y col 2008).
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La concentracion y caracteristica de cada uno de estos compuestos dependera de la
especie de planta de donde es extraido. El aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca)
contiene casi en su totalidad un Unico compuesto, metil-chavicol (cerca del 90%), mientras
que otras especies del mismo género como O. tenuiflorum presenta una mezcla de
compuestos sin que ninguno sea dominante (Oxenham y col 2005).

La funcién de los aceites esenciales en las plantas es principalmente como mecanismos de
defensa contra plagas y patégenos (Oxenham y col 2003), los aceites esenciales han

mostrado tener capacidades antimicrobianas y fungicidas (Oxenham y col 2005).
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Figura 1. Principal grupo de moléculas que se encuentra dentro de los aceites esenciales:
A) terpenos; B) compuestos de alifaticos y/o aromaticos; C) Terpenoides. Tomado de: F.
Bakkali et al. / Food and Chemical Toxicology 46 (2008) 446-475.
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El aceite esencial de la canela (Cinnamomum zeylanicum L.), es rico en cinamaldehido, asi
como B-cariofileno, linalol y otros terpenos. El cinamaldehido (Figura 2), es el componente
principal del aceite de tallo y proporciona el olor y el sabor distintivos asociados con canela.
Estudios recientes han demostrado que el aceite esencial de canela es un buen

antioxidante y tiene potencial antimicrobiano (Mahdi Ojagh y col 2010).

O

Figura 2. Estructura molecular del cinamaldehido.

Existen reportes en los que se ha utilizado el aceite esencial de canela para evitar la
aparicion de infecciones microbianas en postcosecha. Barrera y Garcia (2008), evaluaron
el efecto antifingico del aceite esencial de canela sobre de Fusarium sp. aislado de Carica
papaya, reportando que éste aceite disminuy6 la tasa de crecimiento, con un efecto dosis-
respuesta. En una investigacién realizada por Nanasombat y Wimuttigosol (2011), sobre la
actividad antimicrobiana y antioxidante de aceites esenciales de especias contra varios
microorganismos, reportan que el aceite esencial de canela tiene la capacidad de inhibir
completamente el crecimiento de Aspergillus ochraceus y Fusarium moniliforme, ademas
indican que este aceite fue el que mostré una alta actividad antibacteriana y una fuerte
capacidad antioxidante. El uso de aceites esenciales ésta de acuerdo con la investigacion

sobre la reduccion del uso de aditivos quimicos en la industria alimentaria (Bonilla y col
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2012). En otro estudio realizado por Xie y col (2017), evaluaron la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de canela y el aceite esencial de clavo, sobre dos hongos fitopatégenos,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, ya que son los mas importantes causantes de
pérdidas econdmicas durante la postcosecha en varios cultivos a nivel mundial, ellos
reportan que el efecto antifingico del aceite esencial de canela fue mayor a medida que la

concentracion incrementaba y este mismo efecto fue reportado para el cinamaldehido.

2.2.2. Quitosano.

El quitosano se obtiene del exoesqueleto de los crustaceos mediante la desacetilacion
parcial de la quitina en un medio alcalino (Ramos-Garcia y col 2012). Es un
poliaminisacéarido producido por la N-desacetilacion de la quitina, y tiene como propiedades
fisicoquimicas la biocompatibilidad, no es téxico y biodegradable, haciéndolo atractivo para
su empleo como recubrimiento comestible en frutas y hortalizas, actuando como una
barrera para el oxigeno y previniendo las infecciones por bacterias y hongos, ya que posee
actividad antimicrobiana (Macea y col 2015). Comercialmente el uso del quitosano ha
abarcado diferentes industrias: médica, farmacéutica, biotecnoldgica, cosmetologa,
alimentaria y agricola (Bautista-Bafios y col 2005).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero hidrosoluble que
puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y nanoparticulas en
condiciones y medio acido suaves (Macea y col 2015). El caracter policatiénico le confiere
al quitosano alta afinidad para asociar moléculas (Goycoolea y col 2009), tiene la capacidad
de actuar como floculante, humectante y quelante, debido al grupo amino que lo compone,
ademas, atrapa metales pesados presentes en insecticidas y policarborunados (Bautista-

Bafios y col 2005).
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Tiene alto peso molecular y presenta actividad antioxidante. Posee buenas propiedades
mecanicas, como la permeabilidad selectiva a gases (O, y CO>), y reducir la permeabilidad
al vapor de agua si se mezcla con lipidos como el acido oleico, aceite de canola, cera de
abeja, aceites esenciales, entre otros (De Ancos y col 2015).

Su actividad fungicida ha sido reportada en varios estudios inhibiendo el crecimiento de los
hongos causantes de enfermedades postcosecha, manifestdndose en la inhibicién del
crecimiento micelial y la esporulacion, siendo muy efectivo en la inhibicién, induciendo

quitinasas e interfiriendo con el crecimiento fungico (Bautista-Bafios y col 2006).
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Figura 3. Estructura quimica del quitosano

Se ha mencionado que el efecto fungicida del quitosano esta en funcién de la concentracion
utilizada, el peso molecular y el grado de desacetilacion (Bautista-Bafios y col 2017).
Ademas, el quitosano, es un compuesto que presenta caracteristicas biofuncionales, por lo

gue podria ser una alternativa viable para sustituir los métodos de control tradicionales en
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el control de microorganismos, ademas que puede utilizarse sin problemas para la
elaboracion de recubrimientos comestibles en frutos y hortalizas (Gonzalez y col 2005).
2.2.3. Recubrimientos a base de Quitosano

Los recubrimientos comestibles son una capa delgada que se preforma o forma
directamente sobre la superficie de los productos vegetales, como una envoltura protectora
(Del Valle y col 2005, Bravin y col 2006, Ramos-Garcia y col 2012). Se elaboran a partir de
una gran variedad de compuestos como proteinas, polisacéridos y lipidos; ya sean como
componentes Unicos o combinados con la finalidad de desarrollarlas con mejores
propiedades mecéanicas. Los recubrimientos a base de polisacaridos han sido los mas
utilizados para cubrir frutos, y esto es debido a sus propiedades mecéanicas de adherencia
y flexibilidad en la superficie de los productos horticolas (Ramos-Garcia y col 2012).

El mecanismo por el cual los recubrimientos conservan la calidad de los frutos es debido a
que crean una barrera fisica a los gases, produciendo una atmosfera modificada dentro del
frutos que reducen la disponibilidad de oxigeno e incrementan la concentracion de didxido
de carbono, ademas de que son semi-permeables al vapor de agua (Avena-Bustillos y col
1997, Gonzalez-Aguilar y col 2005, Ramos-Garcia y col 2012).

El quitosano fue empleado como recubrimiento en frutos de pepino por El-Ghaouth y col
(1991), adicionando 0.1 % de tween 80 y se almacené a dos temperaturas encontrando que
el recubrimiento de quitosano redujo la pérdida de peso y con el incremento en la
concentracion, se redujo la tasa de respiracion, la pérdida de color y el marchitamiento e
infecciones por hongos. La combinacion de constituyentes hidrofilicos y algunos lipidos
pueden optimizar las caracteristicas de los recubrimientos, principalmente apuntando a
reducir la permeabilidad del vapor de agua (Bonilla y col 2012).

El uso de recubrimientos se presenta como un método exitoso para la conservacion de

frutas, debido a que ayudan a extender la vida util de los productos. Estos pueden ser a
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base de ceras y/o cubiertas plasticas, puesto que son una barrera selectiva a la difusion de
gases, vapor de agua y otros solutos previniendo la pérdida de agua, disminuyendo la tasa
de respiracion y retardando la maduracion (Barrera-Bello y col 2012). El quitosano tiene la
propiedad de formar recubrimientos (Bonilla col 2012), haciéndolo interesante para su uso
como un material biodegradable activo, y para mejorar la estabilidad de los alimentos
perecederos (Hromi$ y col 2015). Anteriormente, se ha utilizado el quitosano para la
elaboracion de recubrimientos en diferentes cultivos en la etapa de postcosecha.

Los recubrimientos se pueden utilizar como vehiculos de aditivos como los aceites
esenciales, los cuales pueden proporcionar al producto vegetal funciones méas especificas
como una actividad antimicrobiana, evitando o reduciendo el crecimiento de
microorganismos en su superficie (Rodriguez y col 2005). Mantener la textura, incorporar
nutrientes e ingredientes bioactivos capaces de mejorar el valor nutricional y funcional del
alimento vegetal (De Ancos y col 2015).

Los aditivos naturales con propiedades antimicrobianas que ha sido empleados en la
protecciéon de la calidad en postcosecha durante los Ultimos afios son: enzimas como las
lactoperoxidasas (leche) y lisozimas (clara de huevo); bacteriocinas como la nisina, acidos
organicos (acido ascorbico, citrico, oxalico), aceites esenciales y compuestos fendlicos
(plantas y especias) (De Ancos y col 2015). También se han incorporado aditivos
antipardeamiento, sales que mejoran la textura del recubrimiento. También se ha observado
un creciente interés en afiladir a estos recubrimientos ingredientes funcionales como
vitamina E o C, minerales, acidos grasos, probitticos, con el fin de incrementar las
propiedades beneficiosas para la salud de los alimentos (Rojas-Grau y col citado en De
Ancos y col 2015).

Como ya se ha dicho antes, una alternativa potencialmente viable para la conservacion de

frutas y vegetales frescos es la utilizacion de recubrimientos comestibles multicomponentes,
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los cuales pueden elaborarse con ingredientes basicos adecuados al producto para
brindarle la proteccion de barrera deseada ademas de que sirvan como vehiculos para
aditivos especificos que refuercen la funcionalidad como agentes antioxidantes, colorantes,
antimicrobianos, que en el caso de estos Ultimos evitaran el crecimiento de
microorganismos patégenos en la superficie de los productos vegetales (Nussinovitch y
Lurie 1995, Cagri y col 2004, Martin y col 2005, Ramos-Garcia y col 2010).

El quitosano tiene la habilidad de formar recubrimientos comestibles de alta calidad, sin
embargo, en muchos casos su uso se ha visto limitado por la baja solubilidad que tiene en
soluciones acuosa a pH neutro (Ge y Luo 2005, Zhang 2015). Pero en la actualidad, esto
se ha resuelto, por la incorporacion de compuestos que mejorar la solubilidad del quitosano
en agua, como son los aceites esenciales y el tween, y se ha observado, que se requiere
de pequefias aplicaciones para que sus atributos de calidad no se vean afectados (Miny y
Krochta 2005). Dentro de estos agentes antimicrobianos incorporados a los recubrimientos
en vegetales pueden considerarse a los aceites esenciales (Ramos-Garcia y col 2010). En
el 2010, Mahdi-Ojagh y col, elaboraron una cubierta de quitosano (1 % p/v), con aceite
esencial de canela (0.4; 0.8; 1.5y 2 %), y 0.2 % v/v de Tween 80, en donde evaluaron la
actividad antimicrobiana, propiedades fisicas y mecéanicas. La incorporaciéon de AEC en
peliculas de quitosano aumenté la actividad antimicrobiana, solubilidad en agua,
permeabilidad al vapor de agua y elongacioén a la rotura de las peliculas. Por su parte, Zahid
y col (2012), demostraron que al mezclar el quitosano con aceite esencial de canela se
incrementa su capacidad antimicrobiana y antioxidante. En 2015, Xing y col. elaboraron un
recubrimiento de quitosano 1 % y 0.1 % aceite esencial de canela sobre frutos de Ziziphus
jujuba y observaron que después de los 60 dias de almacenamiento de los frutos, se redujo

la pérdida de peso y el deterioro, manteniendo su calidad sensorial
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En la actualidad, se esté incrementando el uso de los recubrimientos, mas amigables con
el medio ambiente y la salud humana. La incorporacién de aceites esenciales en
recubrimientos de quitosano no sélo puede mejorar el poder antimicrobiano y antioxidante,
también reducen la permeabilidad al vapor de agua y los lipidos reducen la oxidacion del
producto sobre el que se aplica la pelicula (Gordon y Raneva 1999, Mahdi Ojagh y col
2010). Sin embargo, la capacidad de polimerizacion y las propiedades mecanicas de los
recubrimientos se pueden ver afectadas por la incorporacién de alguno de estos elementos,
por lo que cada combinacion de recubrimiento debe ser estudiada por separado y
estandarizado para cada grupo de alimentos (Silva-Weiss y col 2013).

2.2.4. Nanotecnologia y Nanoparticulas de Quitosano.

La Nanotecnologia es una ciencia relativamente nueva, aplicada a muchos campos de
investigacion. Consiste en el estudio, analisis, estructuracion, formacién, disefio y operacion
de materiales a escalas nanométricas. La nanotecnologia ha sido en los ultimos 20 afios
un complemento importante de la evolucion de la ciencia. El prefijo nano en la palabra
nanotecnologia significa un “billén” (1 x 10°). En esta ciencia parte de las estructuras de la
materia tienen dimensiones del orden de un billén de partes de un metro. La importancia de
la nanotecnologia radica en que en mundo nanométrico los materiales pueden adquirir o
realzar propiedades diferentes a las que tienen a escala macroscépica (Mendoza y
Rodriguez 2006).

En la actualidad, las lineas de investigacién se dirigen a la formacion de matrices
poliméricas e incorporacion de nutrientes o ingredientes bioactivos mediante el empleo de
nanotecnologias como la microencapsulacion, la formacion de nano peliculas o
recubrimientos nanoestructurados mediante el sistema multicapas (De Ancos y col 2015).
En la ultima década, diferentes tipos de nanoparticulas han sido empleadas para la

liberacion de medicamentos y estos sistemas también pueden ser empleados en la
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agricultura para la aplicacion de plaguicidas y fungicidas en el campo, ya que estos
compuestos estarian dentro de la matriz polimérica y se maximizaria su efecto a bajas
concentraciones.

El alginato y el quitosano han sido los polisacaridos mas usados para la preparacion de
nanoparticulas y resultan interesantes, debido a que son polisacaridos biodegradables y
biocompatibles; y su preparacion se realiza en medio acuoso, de este modo se evita el uso
de solventes organicos que impactan el ambiente (Abreu y col 2012).

Las nanoparticulas de quitosano y alginato tienen rangos hidrodinamicos de 400 nm y han
sido empleadas para encapsular agentes anticancerigenos en el colon (Laroui y col 2010
citado en Abreu y col 2012).

Las nanoparticulas a base de quitosano se forman de acuerdo a una aproximacion de tipo
‘bottom-up’ 0 de abajo hacia arriba: técnica en la que los materiales nanoestructurados se
producen a partir de “nanobloques” de atomos o moléculas (Mendoza y Rodriguez 2006),
como resultado de procesos de auto-asociacion o entrecruzamiento en virtud de los cuales
las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras nanoscoépicas ya sea por interacciones
inter o intramoleculares de tipo covalente o no covalente (Goycoolea y col 2009).

2.2.5. Recubrimientos a base de quitosano nanoestructurado

En afos recientes, el quitosano ha recibido un gran interés en la encapsulacion de
compuestos activos debido al estatus general de reconocimiento como seguros GRAS
(Generally Recognized As Safe, por sus siglas en inglés: generalmente reconocido como
seguro), es biocompatible y tiene una excelente biodegradabilidad (Keawchaoon y Yoksan
2011, Mohammadi y col 2015). Ademas de las propiedades antes mencionadas, las
nanoparticulas de quitosano han mostrado la capacidad de cargar y entregar compuestos
como drogas lipofilicas (medicamentos), compuestos polifendlicos, y vitaminas (Agnihotri y

col 2004).
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La cantidad efectiva de quitosano usada para recubrir frutas puede disminuir
cuantiosamente, ya que la penetracion y absorcion de quitosano aumenta

considerablemente en forma de nanoemulsion o nanoparticulas (Zahid y col 2012).

Las nanoparticulas de quitosano tienen diferentes beneficios potenciales con respecto al
qguitosano convencional (recubrimientos), ya que mejoran las propiedades funcionales
como resultado de su mayor superficie de contacto, son mas reactivas y aumentan el area
relativa de la masa (Sotelo-Boyas 2016). Se considera que las nanoparticulas tienen una
mayor actividad antimicrobiana y propiedades de barrera. Los recubrimientos
nanoestructurados mejoran significativamente la vida de anaquel y preserva los

componentes bioactivos en frutos, segun lo expresa Eshghi y col (2014).

En un trabajo reportado por Sahraei Khosh y col (2016), evaluaron el efecto del
recubrimiento basado en quitosano nanoestructurado sobre la calidad y la vida de
almacenamiento de manzana cv. Golab Kohanz. Los resultados mostraron que el
recubrimiento reduce significativamente la pérdida de peso, la tasa de respiracion, la
produccion de etileno y la actividad peroxidasa en las muestras en comparacién con el
control. El recubrimiento de quitosano nanoestructurado aumentdé significativamente la
calidad y evit6 la pérdida de peso en los frutos durante el almacenamiento. Estos hallazgos
confirmaron los beneficios del uso de recubrimientos a base de quitosano
nanoestructurado, capaz de extender la vida Util y mantener la calidad de las manzanas. En
la actualidad, las peliculas y revestimientos comestibles de quitosano han mostrado ser
gran promesa para su aplicacion en la conservacion de alimentos y también son sistemas
prometedores para ser utilizados como portadores de aceites esenciales, con la finalidad

de incrementar la vida de anaquel de los frutos y hortalizas (Yuan y col 2016).
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Los aceites esenciales han recibido mucha atencién por tener actividad biolégica potencial.
Muchos, como clavo, orégano, tomillo, nuez moscada, albahaca, mostaza o canela, han
sido clasificados como GRAS por la USFDA (United States Food and Drugs Administration)
(Manso y col 2014), y estan ganando popularidad debido su volatilidad que facilita el uso
de pequefias concentraciones que son seguras para el consumo. Estos atributos
potenciales y una creciente demanda de las opciones de aditivos alimentarios han llevado
a un interés en el uso de los aceites esenciales como potenciales antimicrobianos

alternativos (Sivakumar y Bautista-Bafios 2014).

En la mayoria de los casos, el quitosano se ha utilizado como un material de pared para
envolver los compuestos activos, ya que este polisacarido catidnico puede unirse con otras
sustancias que tienen cargas negativas multiples, ha sido utilizado como un material
encapsulante (envolvente) externo para una variedad de farmacos, vitaminas, proteinas,
nutrientes y compuestos fendlicos (Lee 2008), debido a su baja toxicidad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad y capacidad para formar peliculas, geles, perlas y particulas. Sin
embargo, no hay informes sobre el efecto de la encapsulacion de aceites esenciales y la
incorporacién de estas nanoparticulas en recubrimientos comestibles nanoestructurados
(Woranuch y Yoksan 2013), tal cual como los que se emplean en este trabajo de
investigacion. En los ultimos afios, los aceites esenciales también han sido ampliamente
estudiados como aditivos en peliculas comestibles y recubrimientos. La adicién del aceite
esencial de canela usando nanoparticulas de quitosano aun no han sido muy estudiados
(Mohammadi y col 2015). Por lo que es novedoso realizar experimentos con este tipo de
recubrimiento en hortalizas de exportacion que permitan mantener la calidad durante el
almacenamiento. En un estudio realizado por Mohammadi y col (2016), elaboraron un

recubrimiento de nanoparticulas de quitosano, encapsulando aceite esencial de Zataria

33



multiflora y lo aplicaron sobre frutos de pepino que fueron almacenados durante 21 dias a
10 °C y encontraron que la encapsulacion del aceite esencial dentro de nanoparticulas dio
proteccién a los compuestos bioactivos sensibles, permitié aumentar la bioactividad de los
compuestos y en condiciones ambientales prolongan la vida de anaquel del pepino
protegiendo compuestos con propiedades antioxidantes. Sin embargo, la calidad y la
apariencia de los frutos al final del almacenamiento, era baja, es decir, eran frutos que ya

no podian ser comercializados.
2.3. Cultivo de pepino (Cucumis sativus L.)

El pepino (Cucumis sativus L.), pertenece a la familia Cucurbitaceae. Esta familia esta
ampliamente distribuida en los trépicos y climas templados del sur, sureste y este de Asia,
Africa incluyendo Madagascar y América Central (Rahman y col 2006). Es originario de la
India y ha sido cultivado desde la antigliedad en Asia y Europa, se dice que fue traido a
América por Cristdbal Col6n. Este cultivo prospera en los climas tropicales y subtropicales,
pero también se ha convertido en un cultivo de importancia en la zona templadas gracias al
uso de invernaderos (Snowdon 1991).

El pepino, cuya parte comestible es un fruto inmaduro, tiene mucha demanda en todo el
mundo, por sus cualidades refrescantes, debido a que el mayor porcentaje en su
composicion es agua. Dentro de la familia de las cucurbitaceas, ocupa el cuarto lugar en
importancia por la superficie sembrada (CONABIO 2014). Al ser una planta anual y
cultivada, esta especie presenta variantes en tiempo para la aparicion de flores y frutos, lo
cual también depende de la variedad. En México, generalmente florecen de julio a
septiembre y de enero a marzo y fructifican, de agosto a noviembre y febrero a mayo

respectivamente (CONABIO 2014).
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En Sinaloa, en el 2009, se sembraron cerca de 3000 hectareas de pepino, de las cuales se
obtuvieron aproximadamente 170,000 toneladas que generaron alrededor de 350 millones
de pesos por su comercializacién (SIAP, 2009; Yanez-Juarez, 2012). Para el 2009, México
ocupaba el tercer lugar a nivel mundial como exportador (FAO, 2009; Moreno-Veladzquez y
col., 2013). El cultivo se ha consolidado en México como una de las hortalizas que mas se
exporta a Estados Unidos durante el periodo invernal (Rios-Herrera y col., 2014). Este fruto
en México se comercializa tanto a nivel nacional como internacional, generando
aproximadamente unas 700 mil toneladas al afio y actualmente ocupa el octavo lugar a
nivel mundial con el 0.98 % de la produccion global. Los principales estados productores
son Sinaloa, Michoacan, Baja California Sur, Morelos y Veracruz; y del total de la produccién
de estos estados se exporta el 83 % a Estados Unidos y Canada. Segun datos de la
SAGARPA (2015), la produccion pepino en promedio es mayor en el ciclo otofio - invierno
con 68 % del total de la produccién, mientras que el restante 32 % se genera en primavera
— verano, donde seis estados producen 81 % de la produccion nacional entre los que
destacan: Sonora con 38 % y Michoacan 18 %. El pepino se produce todo el afio, pero en
los meses de febrero, marzo y abril, se genera el 44 % de la produccion nacional anual.

Debido a la importancia econémica y la demanda de frutos de pepino de buena calidad
tanto para el consumo interno como para la exportacion, se escogié este cultivo como
modelo de estudio ademas de que son muy pocos los estudios realizados sobre el

desarrollo de recubrimientos para este fruto que sean biodegradables y no contaminantes.

Generalmente, el pepino se almacena por menos de 14 dias debido a que pierde su calidad
visual y sensorial rapidamente. Después de dos semanas pueden incrementar las
pudriciones, el amarillamiento y la deshidratacion, especialmente después de que los frutos

son transferidos a condiciones normales de venta. El principal problema postcosecha del
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pepino es la pérdida de turgencia, causada por la pérdida de agua a través de la
transpiracion y respiracion del fruto; en consecuencia, ocurre marchitamiento y pérdida de
consistencia del fruto (Walter y col 1990, Muy-Rangel y col 2004). La degradacién de
clorofilas y la sintesis de xantofilas afectan la calidad del fruto en postcosecha (Suslow y
Cantwell, 2013), ya que estos pierden el color verde volviéndose amarillos. Para reducir
estos problemas, los productores enceran con productos naturales o cubren con plasticos
los frutos durante el proceso de seleccidn, posterior al lavado y secado (Muy-Rangel y col

2004).

La calidad del pepino esta principalmente representada por la uniformidad, la firmeza, el
color verde oscuro, tamafio y ausencia de defectos de crecimiento o manejo, asi como la
ausencia de pudriciones y amarillamientos (Barraza-Alvarez, 2015). El manejo postcosecha
de este cultivo, coadyuva en el mantenimiento de la calidad del producto hasta el
consumidor final; dentro de los principales problemas postcosecha se encuentran la pérdida
de turgencia, cambios de color y otros cambios fisicoquimicos que demeritan la apariencia
y calidad final. La velocidad de deterioro del fruto presenta un comportamiento diferente de

acuerdo a las condiciones de almacenamiento (Moreno-Velasquez y col 2013).

Dentro de las tecnologias usadas para conservar la calidad del pepino, esta el
almacenamiento en frio, debido a que reduce la tasa de respiracién y otros procesos
metabdlicos y extender su vida de anaquel (Zhang y col 2015), sin embargo, el pepino por
ser una fruta tropical, cuando se almacena a temperaturas inferiores a los 10 °C, este se
vuelve susceptible al dafio por frio generando cambios en la superficie del fruto (picado o
pitting, en inglés), de consistencia acuosa y oscura, aumentando la velocidad de deterioro.

Es un dafio, acumulativo que puede iniciarse desde el campo hasta las cadenas en frio que
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se usan para su almacenamiento y transporte (Kader 2007, Zhang 2015), y dependera

principalmente, de las variedades (Suslow y Cantewell 2013).

Los pepinos se cosechan en diferentes estados de desarrollo, siendo el periodo de la
floracién y la cosecha entre 55 y 60 dias (Madurez de consumo), dependiendo del cultivar
y de la temperatura. Por lo general, los frutos se cosechan en un estado ligeramente
inmaduro, proximos a su tamafio final, pero antes de que las semillas completen su
crecimiento y se endurezcan (Madurez comercial). Como ya se explicé antes, la firmeza
junto con el brillo externo, son indicadores del estado pre-maduro deseado (Suslow y
Cantewell 2013). El pepino es un fruto no climatérico (Barraza-Alvarez 2015), es decir, son
frutos que maduran gradual y constantemente, sin mostrar un aumento significativo de la
actividad respiratoria ni de la produccion de etileno al inicio de la maduracién. Sin embargo,
éstos se ven afectados cuando la temperatura de almacenamiento es superior a los 10 °C,
debido a las diferencias en madurez o desarrollo. Teniendo los pepinos menos maduros
una mayor tasa de respiracion, haciéndolos susceptibles a la presencia de etileno en el
ambiente, acelerando el amarillamiento y la pudricion durante su distribuciéon y

almacenamiento a corto plazo (Suslow y Cantewell 2013).

2.4. Caracterizacién e identificacion de patégenos postcosecha

El deterioro causado por infecciones microbianas, especialmente por microorganismos que
crecen en la superficie de frutas y verduras, son la causa principal de la reduccién en la
vida de anaquel (Jay y col 2005). Las enfermedades en postcosecha destruyen entre el 10
y 30 % de rendimiento total de los cultivos (Agrios 2005, Kader 2007). Las frutas y verduras
son altamente perecederas, la calidad se ve afectada por la manipulacion, el transporte, el
almacenamiento y su venta (Fatima y col 2009). Estas se encuentran expuestas a

contaminacién por microorganismos patégenos antes, durante y después de su cosecha.
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El éxito en diagndstico de una enfermedad depende de la identificacién oportunay correcta.
Cuando no se define a tiempo y correctamente el agente causal de un problema
fitosanitario, se pierde tiempo en su manejo y se aumentan los costos de produccion en los
cultivos (Toma, Conservacion y Envio de Muestras Pecuarias y Agricolas al Centro de
Diagnostico; 2009). El logar una identificacion exitosa depende de varios factores, que
deben ser considerados desde el momento mismo de la planeacion para la busqueda de la
muestra para procesar. EI muestreo, aunque no lo parezca, es fundamental en la
identificacion y caracterizacion de un agente etiolégico. Se deben tomar datos precisos en
cuanto a las condiciones de almacenamiento, de donde provienen las muestras, si en
campo se observé alguna enfermedad, historial de cultivos previos, aplicacion de
insecticidas, fungicidas, etc. Para finalmente, realizar una correlacion de estos datos con la
bibliografia pertinente. Todos esto, nos llevan a seguir método de aislamiento e
identificacion precisos y adecuados para cada patdgeno, tomando en cuenta los signos y
sintomas observados en el producto hortofruticola y la correcta descripcion de sus
caracteristicas morfolégicas bajo el microscopio y asi, poder determinar el género o la
especie, mediante claves taxonémicas generales o especificas para los principales grupos
de hongos en postcosecha.

Conocer esta informacion nos permite determinar cual es el medio de cultivo idéneo para
su cultivo, temperatura de incubacion, etc. Asi como los procedimientos para el aislamiento
del ADN (micelio fresco, liofilizacién, congelamiento). Para obtener un analisis molecular
adecuado, el aislamiento debe ser realizado con precisién y exhaustividad. Esto quiere
decir, que se deben seguir pasos minuciosos para evitar falsos positivos, mezclas de ADN
(lo que lleva a errores en la lectura de las secuencias), por contaminacién de los cultivos.
Los hongos son los mas importantes y patégenos prevalentes, infectando una amplia gama

de plantas hospedantes y causando efectos destructivos y pérdidas econémicamente
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importantes de la mayoria de las frutas y verduras frescas durante el almacenamiento y
transporte (Sommer 1985 citado en Fatima y col 2009). Por lo que las necesidades futuras
en cuanto a la produccién de alimentos deben estar inclinada hacia la reduccion la
reduccion de las pérdidas postcosecha, principalmente por infecciones causadas por
hongos.

2.4.1. Enfermedades flngicas de pepino

En la agricultura mundial los hongos fitopatégenos son causante de enfermedades pre y
postcosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo éstos responsables de
grandes pérdidas econdmicas (Juarez-Becerray col., 2010); el dafio que ocasionan no sélo
se refiere a las pérdidas de produccién econOmica, sino también a las pérdidas en la
produccién biologica, es decir, a la alteracidn que existe en el crecimiento y desarrollo de

las plantas hospedantes atacadas por estos microorganismos (Agrios 2005).

Las enfermedades mas comunes en postcosecha en el cultivo de pepino que son causadas
por hongos fitopatdgenos como Phytium sp. (pudricion algodonosa), Didymella bryoniae
(pudricién negra), Alternaria cucumerina (pudricién por alternaria), Glomerella lagenaria
(antracnosis), las pudriciones causadas por varias especies de Fusarium spp., entre otros
Aspergillus niger (pudricion mohosa negra) y pudriciones blandas causadas por varias
especies de bacterias (Snowdon 1991). Sin embargo, se han reportado muchas mas
especies de hongos que provocan enfermedades en precosecha y debido a su ciclo
biol6gico pueden causar dafios en postcosecha provocando pérdidas en la calidad de los

frutos en almacenamiento y traslado.
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2.4.2. Enfermedades pre y postcosecha

2.4.2.1. Pudricién algodonosa (Phytium sp.)

La pudricion algodonosa generalmente aparece en porciones de frutos que se encuentran
en contacto con el suelo, se observan pequefios puntos hiumedos que se expanden
rapidamente, hasta formar un tejido necroético y blando. El micelio es de color blanco y
profuso. Este hongo se encuentra con una mayor incidencia en areas podridas de la planta

y cuando la humedad es alta (Shankar y col 2014).

Varias especies de Pythium, se han implicado en esta enfermedad. Estos patdgenos del
suelo pueden pasar el invierno como esporas en estado de latencia en los residuos del
suelo de muchos cultivos o en malas hierbas. La infeccion ocurre a través heridas o donde
la fruta toca el suelo humedo. Pythium spp. se disemina facilmente a través del agua y las
particulas del suelo, siendo favorecido por las condiciones de humedad y por la debilidad

de las plantas (Shankar y col 2014).

2.4.2.2. Pudricion negra (Didymella bryoniae)

Es un hongo cosmopolita y se encuentra restringido exclusivamente en las cucurbitaceas.
Cuando la infeccion ocurre en los tallos y se incrementa la severidad las plantas se
marchitan y mueren (Godoy-Angulo y col 2010). Los sintomas en los tallos consisten en
lesiones ennegrecidas que pueden agrietarse y producir gomosis de color ambar. Los
sintomas en las hojas consisten en bronceado de los margenes y algunos se pueden tener
lesiones en forma de “V”, y a menudo con un halo amarillo, pero finalmente se secan, bajo
ciertas condiciones puede observarse una defoliacion generalizada de las plantas.
Tipicamente, los sintomas méas severos se dan en la Ultima parte del ciclo del cultivo

(Shankar y col 2014). Inicialmente aparecen pequefias manchas en la superficie de los
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frutos que posteriormente se desarrolla en una pudricion apical que puede avanzar hacia
todo el fruto, disminuyendo considerablemente la produccién. Sobre el fruto desarrolla gran
cantidad de picnidios, los cuales son hialinos inmersos en una matriz gelatinosa

transparente (Godoy-Angulo y col 2010).

El hongo Didymella bryoniae ha sido reportado como Mycosphaerella melonis,
Mycosphaerella citrullina, Didymella melonis. Es considerado como un saprofito facultativo
(Godoy-Angulo y col 2010). EI tizon gomoso del tallo se desarrolla en condiciones de alta
humedad y pequefias cantidades de agua libre sobre la superficie de las de las hojas (5 °C
a 35 °C), siendo el 6ptimo entre 24 °C a 25 °C en octubre (Shankar y col 2014). Su
dispersién se da por salpicaduras y a través del viento, por insectos vectores como
coledpteros de las especies Diabrotica undecimpunctata y Acalymma vittatum, los cuales
causan heridas durante su alimentacion facilitando la infeccién por el hongo (Godoy-Angulo

y col 2010).

2.4.2.3. Antracnosis (Glomerella lagenaria o Colletotrichum orbiculare)

La infeccion se caracteriza por manchas foliares y los sintomas iniciales observados en
campos cuando las partes aéreas son empapadas por agua y luego se convierten en
pequefias manchas amarillentas y circulares. Las lesiones pueden expandirse, cambian a
marrén y ocupan la mitad de las hojas. Cuando los tallos y los peciolos son infectados, los
signos de la enfermedad se inician como lesiones alargadas, ovalada o de forma de
diamante de color marrén claro, que al avanzar la infeccion se cubren de esporas color rosa
claro. Bajo condiciones de alta humedad los cancros forman un cinturén en los tallos
causando marchitez en las partes aéreas de las plantas. Los frutos se encuentran
infectados desde la floracion, y los signos de la enfermedad sobre estos se inician como

manchas circulares, hidratadas hasta convertirse en lesiones hundidas de color marrén
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(Shankar y col 2014). El hongo sobrevive entre las estaciones en las semillas de
cucurbitaceas y en los restos de plantas en el suelo, que sirven como indculo principal
cuando es sembrada la semilla. Las condiciones Optimas de temperatura para que la
infeccion es el intervalo de 22 - 27 °C y una humedad relativa del 100 %. Los sintomas de
la enfermedad en las plantas aparecen alrededor del cuarto dias después de la infeccion

(Shankar y col 2014).

2.4.2.4. Pudriciones causadas por varias especies de Fusarium spp.

En las cucurbitdceas se producen tres tipos de enfermedades producidas por hongos del
género Fusarium, las que se reconocen con los nombres de “fusariosis vasculares”,
“pudricion de los frutos por fusariosis” (enfermedad de transporte y almacenamiento), y
“pudricion del pie por fusariosis” (Busto-Concepcion y col 2005). La “fusariosis vascular”
tiene como agente causal a Fusarium oxyporum f. sp. cucumeris. Schlecht y “pudricién del

pie por fusariosis”, tiene como agente causal a Fusarium solani var. cucurbitae.

Las especies de estos hongos causan infecciones en cualquier estado de crecimiento de la
planta, incluso en postcosecha. La infeccion del hipocétilo puede darse pre y post-
emergencia en plantas jévenes, causando “dapping-off’ junto con Rhizoctonia solani. La
infeccién en plantas viejas puede causar amarillamiento de las hojas mas viejas, retraso en
el crecimiento o marchitez, y cuando ésta ocurre, la muerte de la planta se da entre 3y 5
dias. Estos hongos afectan el sistema vascular de las plantas infectadas y no muestran
sintomas notorios hasta que comienzan a aparecer en el fruto. Luego de que las plantas
mueren, por lo general, éstas se cubren de micelio blanco en la superficie de la planta. No

se han observado pudriciones de la raiz (Shankar y col 2014).
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Dado que es un patégeno del suelo, las plantas con sintomas se producen en grupos que
corresponden a la distribucion del inéculo en el suelo. La marchitez por Fusarium spp., es
generalmente mas severa en suelos ligeros y ligeramente acidos, y cuando las
temperaturas estan entre 25 °Cy 27 °C, y temperaturas superiores a este intervalo, parecen
impedir la infeccién, que a menudo resulta en plantas con hojas cloréticas y atrofiadas, pero
sin marchitez. Sin embargo, las plantas infectadas a comienzos de la temporada muestran
sintomas mas severos, a medida que la temperatura aumenta, se incrementa la demanda
de agua y la transpiracién de la planta (Shankar y col 2014). Se trata de una infeccién

sistémica.

2.4.2.5. Podredumbre azul (Penicillium oxalicum)

La podredumbre azul es una enfermedad que se inicia en invernadero y ataca
principalmente el tallo, mas especificamente en los nudos. Inicialmente éstos se vuelven
acuosos Yy translicidos, especialmente si estos han sido podados. En un par de dias la
lesion se convierte en un cancro marrén palido y sobre de este se observan las esporas de
color azul-grisaceo a azul-verdoso, con aspecto polvoriento haciendo al tallo mas débil y en
el interior se encuentra creciendo el hongo, haciendo que, al cabo de 4 o 5 dias, la parte
superior de la planta se marchite y muera. Las esporas se esparcen mediante el viento, las
herramientas de poda infectando las zonas recién podadas y por medio de heridas en los
frutos, en especial cuando la humedad relativa es alta (Shankar y col 2014). Este tipo de
infeccion es mas frecuente en cultivos con alto contenido de nitrégeno. Pencicillium
oxalicum ha sido reportando como uno de los hongos del género Penicillium asociado a las
raices en diferentes sustratos en donde es cultivado el pepino (Menzies y col 2005), ademas

fue la primera enfermedad reportada en invernaderos (Jarvis y col 1989).
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2.4.3. Enfermedades postcosecha

2.4.3.1. Pudricién por Alternaria cucumerina

Alternaria cucumerina, pertenece a la divisibn Eucomycota, clase Deuteromicetes
(Hyphomycetes). La infeccién en la fruta comienza como manchas circulares a ovales,
convirtiéndose luego en lesiones hundidas de color marron profundas en el fruto. La
infeccién también puede comenzar al germinar la flor en la fruta entera, eventualmente se
vuelve marrén y el fruto se encoge. Afecta primero la piel oscureciendo el tejido, pero bajo
condiciones de alta humedad, son rapidamente cubiertas por un moho oscuro y abundantes
esporas de color gris 0 verde oliva a negro (Snowdon 1991). El micelio es de apariencia

polvorienta cuando el hongo esporula. (Shankar y col 2014).

La infeccion por A. cucumerina se favorece en los periodos de clima calido y himedo,
especialmente, en los periodos donde la humedad foliar permite a las esporas germinar y
penetrar la cuticula de la hoja. El intervalo de temperatura éptimo para su desarrollo es de
21 — 32 °C, con un tiempo de germinacion de 18 horas, dependiendo de la humedad (80 -
95 % HR). Tanto las plantas jovenes como plantas viejas son mas susceptibles y también
aquellas que se encuentran debilitadas por la mala nutriciéon y condiciones adversas de
crecimiento. El hongo sobrevive el invierno y luego de la cosecha, como micelio y esporas
sobre el material vegetal y puede ser diseminado por las corrientes de aire (Shankar y col
2014). El tizén foliar causado por A. cucumerina puede causar la defoliacion y exponiendo
a los frutos al sol, generando debilitamiento que los predisponen al ataque de otras especies
de Alternaria. De forma similar, los frutos que son almacenados por largos periodos o bajas
temperaturas, con el consecuente dafio por frio, los predispone principalmente a la

pudricion por Alternaria, a sufrir varias lesiones en las aberturas naturales (Snowdon 1991).
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2.4.3.2. Podredumbre negra (Aspergillus niger)

Aspergillus niger es un hongo filamentoso que se encuentra cominmente como saprofito
en las hojas muertas, en granos almacenados, pilas de compostas y vegetales en
descomposicién (Li y col 2008). Es muy comun encontrarlo contaminando alimentos vy
también es considerado un patdégeno importante de postcosecha en diferentes cultivos
como cacahuate, cebolla, uva, mango, tomate, papaya, limén, naranja dulce y pepino
(Naureen y col., 2009). También ha sido reportado como una patégeno importante en

humanos ya que causa infecciones pulmonares y de la piel (Abarca 2000).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Formular recubrimientos a base de quitosano nanoestructurado para evaluar su efecto
sobre los parametros de calidad y las enfermedades causadas por hongos sobre frutos de

pepino (Cucumis sativus L.) en postcosecha.

3.2. Objetivos Especificos

e Elaborar y evaluar recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado
mezclados con aceite esencial de canela y trans-cinamaldehido.

o Evaluar el efecto de los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado
sobre los pardmetros de calidad postcosecha en frutos de pepino.

e Aislar y caracterizar los hongos responsables de enfermedades en postcosecha de
frutos de pepino.

o Analizar el efecto de los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado
mezclados con aceite esencial de canela y trans-cinamaldehido, sobre la incidencia y

severidad de un hongo en postcosecha.
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4. Materiales y métodos

4.1. Esquema general

Para cumplir los objetivos de este trabajo se llevaron a cabo los pasos que se describen en
la Figura 4. Se inicio con la estandarizacion de una formula de recubrimientos de quitosano
y quitosano nanoestructurado adecuado para los frutos de pepino. Se realizaron varias
pruebas de ajuste en cuanto a la concentracion de los componentes del recubrimiento, esto
debido a que el exocarpo del pepino es muy ceroso e hidréfobo, causando que el quitosano
no se adhiera adecuadamente sobre el fruto. Una vez estandarizado los recubrimientos, se
aplicaron los tratamientos en los frutos y se evalu6 la calidad postcosecha determinando
cuantitativamente las variables de calidad, las variables fisiolégicas mas importantes en la
postcosecha, una variable bioquimica y el efecto de los recubrimientos sobre el componente
microbioldgico. Ademas, se valoré6 cémo estos recubrimientos afectaban la apariencia en
general de los frutos y fueron sometidos al andlisis de jueces para que indicaran su
apreciacién en cuanto al color, el aroma y la apariencia en general dando una puntuacion
en una escala hedonica. Otra de las actividades llevadas a cabo en la evaluacion de los
recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado fue, evaluar el efecto de estos
sobre la incidencia y severidad de un patégeno postcosecha de pepino. Para ello se inicié
con el aislamiento de hongos en frutos. Posteriormente, se realizé la clasificacion
morfoldgica de los mismos, se evalué su patogenicidad a través de los postulados de Koch
y se escogieron aquellos hongos que fueron positivos en las pruebas de patogenicidad a
partir de las cuales, se elaboré una escala de severidad; y, por ultimo, se realizé la
caracterizacion e identificacion de estos aislados. Se escogid el aislado que result6 mas
patogénico para ser utilizado en la evaluacion del efecto de los recubrimientos mediante la

determinacion de la incidencia y la severidad.
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Figura 4. Esquema general de la metodologia empleada.



4.2. Caracterizacion del aceite esencial de canela por cromatografia de gases

acoplado a un espectrémetro de masas (CG-EM)

La deteccion de compuestos volatiles se realiz6 en un cromatografo SCION 456-GC (Bruker
Daltonics, Billerica, USA) acoplado a un detector de masas EVOQ triple cuadrupolo (TC), y
un muestreador PAL-COMBI xt (Bruker Daltonics, Massachusetts, USA). El sistema se
opero con el software MS Workstation 8.2 (Bruker Daltonics, Massachusetts, USA). Se us6
una columna BR-1mx capillary (Bruker Daltonics, Massachusetts, USA), con una longitud
de 30 metros, un didmetro de 0.25 mm y un espesor de 0.25 um. El inyector se mantuvo en
modo sin divisién a 250 °C y el colector a 230 °C. El horno se mantuvo a 40 °C por 20 min,
calentandose a una velocidad de 8 °C min? hasta llegar a 250 °C. Los muestreos del
espacio de cabeza se hicieron a 36 °C durante 20 min. La identificacion de los compuestos
volatiles se realiz6 al comparar el espectro de masas con los valores en la biblioteca del
NIST. Esta evaluacion se realizé en el Centro de Nanociencias y Micro y Nanotecnologias

del Instituto Politécnico Nacional.
4.2.1. Preparacion de las nanoparticulas (NQ)

Se prepar6 una solucion al 1 % v/v de vinagre blanco comercial (Bakers & Chefs), y se le
adiciond 0.05 % p/v de quitosano comercial y comestible de alta densidad y bajo peso
molecular 89,306 g mol* con un grado de desacetilaciéon de 10.66 %. Este quitosano se
envid a caracterizar al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (América
Alimentos), se dejo en agitacion a temperatura ambiente (28 £ 2 °C) durante 24 horas. Se
ajusto el pH a 5.6 con NaOH al 1 N. Para la elaboracién de las nanoparticulas de quitosano
se us6 el método de nanoprecipitacion propuesto por Alcaraz y col., (2012). Se tomaron
18.75 mL de quitosano 0.05 % p/v y se hicieron pasar a través de una bomba peristaltica a

una velocidad de 0.05 mL/minuto, se dejo caer en 300 mL de etanol de cafa 96 % (Milab
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Distribuidora). Una vez terminado el paso de todo quitosano, la solucién de nanoparticulas
se coloc6 en un matraz de evaporacion de 500 mL para ser concentradas en una
Rotavapor® R-300 (marca BUCHI, Suiza). Las condiciones de concentracion fueron las
siguientes: temperatura del bafio de Maria 40 °C, velocidad de rotacién 20 - 25 r. p. m.,
temperatura del condensador 4 °C y con un vacio de 125 psi. La solucién de quitosano
nanoestructurado obtenida fue centrifugada a 1000g durante 5 minutos a temperatura de 4

°C. Se tom0 el sobrenadante y se almacené a 4 °C hasta el momento de su uso.

Se us6 el mismo método para elaboracion de nanoparticulas de quitosano encapsulado con
aceite esencial de canela (AEC) (corteza) o trans-cinnamaldehido (TCA), se prepard una
solucién de etanol de cafiay 0.3 % v/v de Tween 20 y se le adicionaron 0.1 % v/v de aceite
esencial de canela, dejandolo en agitacion durante 10 minutos antes de su uso. De la misma
forma se prepar6 una solucién de etanol de cafia con 0.3 % v/v de Tween 20 y se le afiadio

0.05 % v/v de trans-cinnamaldehido.

4.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas por espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier (FTIR) y microscopia electrénica de transmisién (MET)

Las interacciones de los grupos funcionales de quitosano y del aceite esencial de canela
en las nanoparticulas se observaron por espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR), en un intervalo de 400-4000 cm™ en un espectrometro Shimadzu FTIR,
equipado con un médulo ART de zinc-selenio. Para la determinacion se colocé 0.5 pl de
nanoparticulas de quitosano (NQ), nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de
canela (NQAEC), nanoparticulas de quitosano con trans-cinamaldehido (NQTCA), aceite
esencial de canela (AEC) y trans-cinamldehido (TCA). Esta técnica es utilizada

comunmente para estudiar y verificar la incorporaciéon de los compuestos en hidrogeles
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como quitosano; ademas de que permite observar la presencia de grupos funcionales

caracteristicos de cada elemento de la mezcla (Ramirez y col 2016).

La morfologia de las nanoparticulas se analizé por microscopia electronica de transmisién
usando un microscopio electrénico JEOL-JEM 2010. Con un voltaje de aceleracion de
200kV. Se colocd 0.5 pl de NQ, NQAEC y NQTCA en la rejilla portamuestras de cobre.
Estos andlisis fueron realizados en el Centro de Nanociencias y Micro y Nanotecnologias

del Instituto Politécnico Nacional.

4.3. Formulacién de recubrimientos a base de quitosano comercial

El quitosano comercial (grado alimenticio), de alta densidad y bajo peso molecular 89,306

g mol? con un grado de desacetilaciéon de 10.66 % (América Alimentos).

4.3.1. Solucién de quitosano (Q)

Se preparé una solucién al 1 % v/v de vinagre blanco comercial (Bakers & Chefs), se le
adicioné 1 % p/v de quitosano comercial y comestible (América Alimentos), se dej6é en
agitacion a temperatura ambiente (28 °C + 2 °C) durante 24 horas. Se ajust6 el pH a 5.6

con NaOH al 1 N (Ramos-Garcia y col 2012).

4.3.2. Formulacion y estandarizacion de los recubrimientos de quitosano y quitosano

nanoestructurado para los frutos de pepino

Para la formulacion de los recubrimientos a base de quitosano y quitosano
nanoestructurado se emplearon varias formulaciones derivadas de la propuesta por Ramos
y col (2010) y Correa-Pacheco y col (2017), a partir de la cual se modificé la concentracién
y algunos de los componentes, hasta lograr una estandarizacion en la férmula de los

recubrimientos adecuadas para el exocarpo ceroso de los frutos de pepino. La formulacion
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final de los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado con los antifingicos

naturales se realizé de la siguiente forma (Figura 5).

4.3.3. Recubrimiento de quitosano: se tom6 98.9 % p/v de quitosano al 1 % p/v y se le
afadié 0.5 % v/v de aceite de canola. La solucion fue homogenizada a 20 000 r. p. m.
durante 10 minutos en un homegenizador de aspas “Virtris”. Posteriormente se agregaron
0.3 v/v de tween 20 y la solucion fue homogenizada nuevamente a 20 000 r. p. m. durante
10 minutos. Por ultimo, se agregaron 0.3 % v/v de glicerol, y se homogenizo6 la solucién por

10 minutos a 20 000 r. p. m.

4.3.4. Recubrimiento de quitosano nanoestructurado: se tom6é 55 % viv de
nanoparticulas de quitosano y se mezcl6 con 43.9 % v/v de quitosano al 1 % pl/v, la solucién
fue homogenizada a 20 000 r. p. m. durante 10 minutos en un homegenizador de aspas
“Virtris”. Posteriormente, a la mezcla se le agregd 0.5% v/v de aceite de canola. La solucién
fue homogenizada a 20 000 r. p. m. durante 10 minutos en un homegenizador de aspas
“Virtris”.  Posteriormente se agregaron 0.3 % v/v de tween 20 y la solucion fue
homogenizada nuevamente a 20 000 rpm durante 10 minutos. Por ultimo, se agregaron 0.3
% v/v de glicerol, y se homogenizé la solucién por 10 minutos a 20 000 r. p. m. (Correa-

Pacheco y col 2017).
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Recubrimiento
nanoestructurado

Recubrimiento
quitosano

Elaboracion nanoparticulas en

1 % Quitosano comercial

etanol de cafia (0.05 % quitosano 1% vinagre
comercial)
Mezcla de NQ o Homogenizacién a 20 000 rpm Adicion de %1 Houlv AEC
. <
NaAEoRaTeR por 10min Adicion de 0.05 % viv de TCA

Mezcla 55 % NQ + 43.9 % de 1 %Q

Homogenizacién a 20 000 rpm
por 10 min

Adicion 0.3 % viv Tween 20

Homaogenizacion a 20 000 rpm
por 10 min

Adicion 0.3 % viv glicerol

Homogenizacion a 20 000 rpm
por 10 min

Almacenar a temperatura ambiente
(28+2°C)

k J

Adicion 0.05 % aceite de canola

k J

Adicion 0.3 % viv Tween 20

k J

Adicion 0.3 % viv glicerol

Almacenar a temperatura ambiente
(2812 °C)

Figura 5. Esquema de preparacion de los recubrimientos de quitosano y quitosano

nanoestructurado.
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4.3.5. Aplicacién de los recubrimientos de quitosano sobre los frutos de pepino

La aplicacion de los recubrimientos quitosano y quitosano nanoestructurado se realizé
sobre frutos de tamafio homogéneo y que no presentaran dafios mecénicos, dafios por
patdgenos e insectos. Antes de colocar los recubrimientos, los frutos fueron lavados con
agua corriente y jabdn; posteriormente, fueron desinfectados con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1 % v/v durante 1 minuto, luego se enjuagaron con agua destilada
por 30 segundos por duplicado. Los frutos se arreglaron en cada tratamiento en un disefio

completamente al azar (Cuadro 1).

Cuadro 1: Tratamientos que fueron aplicados en los frutos de pepino

Tratamiento Composicion
Tl Control sin recubrimientos
T2 Quitosano 1% v/v
T3 Quitosano 1% v/v + AEC 0.1% v/v
T4 Quitosano 1% v/v + TCA 0.05% v/v
T5 Quitosano nanoestructurado 0.05% v/v
T6 Quitosano nanoestructurado 0.05% v/v + AEC 0.1% v/v
T7 Quitosano nanoestructurado 0.05% v/v + TCA 0.05% v/v

Para cada tratamiento se usaron 36 pepinos, de los cuales cada cuarto dia se tomaban
muestras de seis frutos, hasta completar los 16 dias de almacenamiento a 12 + 2 °C.

Posteriormente los frutos se almacenaron a temperatura ambiente (28 + 2 °C).

4.4, Variables de calidad postcosecha en pepino

Estas evaluaciones se realizaron cada cuatro dias durante 24 dias. Al inicio, se observo la
apariencia, el color y el brillo de la cascara, el arrugamiento de la superficie y si aparecian
pudriciones o dafios. Se realiz6 un andlisis descriptivo de los frutos con cada uno de los
recubrimientos evaluados durante el almacenamiento. Esto se realiz6 siguiendo el pliego

de condiciones para el uso de la Marca Oficial México Calidad Suprema en pepino (PC-
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021-2005), en donde indica que la superficie de los frutos debe ser lisa con cicatrices
pequefas de las aristas a lo largo del fruto. Frutos rectos en la medida de lo posible y de
color verde oscuro en la piel. De tamafio moderado y ausencia de defectos de crecimiento,
cicatrices, raspaduras, quemaduras de sol, amarillamiento, dafios por insectos y dafio
mecanico o magulladuras.

4.4.1. Determinacion cuantitativa de calidad postcosecha del pepino

4.4.1.1. Determinacién de sélidos solubles totales (SST). El contenido de SST se
determiné mediante el uso de un refractometro (Atago N-1E, Japoén) (0 - 32 % en la escala
°Brix). Se tomd una alicuota de aproximadamente 2 mL de jugo del fruto y se coloc6 sobre
el lector del refractémetro. Se determiné el porcentaje de azlcares totales y como blanco

se us0 agua destilada estéril. Cada muestra se evalud por triplicado.

4.4.1.2. Determinacién de la acidez titulable en muestras solidas. Se determind
siguiendo la metodologia propuesta por Martinez-Bolafios y col (2008). Se pesaron 10
gramos de pulpa de pepino y se macer6é en 50 mL de agua destilada. Una vez filtrada, se
tomé una alicuota de 5 mL y se le afiadieron 2 gotas de fenolftaleina al 1 % p/v (etandlica).
La muestra se titul6 con NaOH 0.025 N. La reaccién termind cuando se alcanzé un pH de
8.3y fisicamente se observé un rosado tenue en la mezcla. Se realiz6 por triplicado en cada
muestra. El porcentaje de acidez titulable (% AT), se reporté en funcién del acido organico
predominante en la muestra, en el caso del pepino es el acido citrico (peso en

miniequivalente 0,006404), y se calcula usando la siguiente ecuacion:

(mlNaOH)x (N NaOH miniequivalentes)x (miniequivalentes Ac.Cl'trico)x (volumen total)

%AT =

(1)

(volumen alicuota)x (peso de la muestra)
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4.4.1.3. Determinacion de la firmeza. Se midié con un penetrometro 53205 Fruit Pressur
Tester (Technical System Ltd), se realizaron dos mediciones por fruto en la zona media. La

firmeza fue expresada como el promedio de las mediciones en Newton (Nw).

4.4.1.4. Determinacién del cambio de color (AE). Para obtener el color de los frutos de
pepino, se usé un Colorimetro (Konika Minolta Sensing, Japan) y se describi6 la coloracion
de la epidermis en tres parametros, L*, a* b* (luminosidad, saturacion y tono,
respectivamente). Esta determinacion se realizé por triplicado en la zona ecuatorial del
fruto. Con este equipo se disminuyen la variabilidad en la medicién del color, cuantifica
pequeinas diferencias de color. La funcion del colorimetro es describir la coloracion del
exocarpo en tres parametros, L*, a*, b*. En factor L* indica la luminosidad, con valores que
van de 0 a 100, el color negro presenta una luminosidad de (0) cero, mientras que, el blanco
presenta una luminosidad de (100) cien. Los parametros a* que determina los colores del
amarillo (valores positivos) al azul (valores negativos) y b* que determina los colores que
van del rojo (valores positivos) al verde (valores negativos) (Sistema postcosecha y sus
cumplimientos con requisitos de calidad e inocuidad de los alimentos 2004; Villalobos-
Acufia, 2009). Como estandar se us6 una lamina de cerdmica blanca, cuyos valores son
cero (0) para cada uno de los factores. Para el andlisis de la variacion del color se analizaron
directamente las coordenadas a* y b* sobre tres puntos constantes en el eje ecuatorial de
los frutos (Barrera-Bello y col 2012), y se calcul6 el cambio de color. Estas mediciones se
realizaron por triplicado en cada fruto. El color blanco fue tomado como estandar. Se calculo

la diferencia de color (AE) mediante la siguiente ecuacion:
AE = [(L" = Lp)* +(a" = ap)* + (b° = b§),]"/? 7

Donde; L*y es el valor de L* en el tiempo uno, a*oes el valor de a* en el tiempo uno y b*ges

el valor de b* en tiempo uno.
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4.4.2. Variables fisioldgicas

4.4.2.1. Pérdida de peso. Los frutos de cada tratamiento se pesaron individualmente al
inicio y al final del periodo de almacenamiento. La pérdida de peso se evalué a partir de la

siguiente ecuacion (Diaz-Pérez 1998):

peso inicial—peso final

Pérdida de Peso =

x 100 ®3)

peso inicial

4.4.2.2. Producciéon de CO.. Para este analisis se midi6 con la técnica de espacio de
cabeza. Cada dia de muestreo, los pepinos se guardaron en envases de plastico sellados
herméticamente con una tapa equipada con un septo de goma de silicona. Después de 2 h
a 25 £ 2 °C, se tomaron muestras de los gases con una jeringa de 5.0 mL (Nipro Medical
Corporation, U.S.A) y se guardaron en tubos BD vacutainer, capacidad 6 mL. Las muestras
se almacenaron a 4 °C hasta su posterior evaluacion. Para determinar los valores de CO;
se inyectdé un volumen de 0.5 mL en un Cromatdgrafo de gases 7890B GC (Agilent
Technologies, U.S.A). El helio se utiliz6 como gas acarreador a una velocidad de flujo de
10 mL min?. Se utilizaron dos detectores (FID/TCD) y dos columnas HP-PLOT/Q y
CPMOLSIEVE 5A (Agilent Technologies, U.S.A). Las temperaturas del inyector y detectores

fueron de 220, 300 y 250°C, respectivamente. La respiracion se expresé en ml CO, Kg?t h-

1.

., A%C0,x10 x volumen libre del contenedor L 556 mL CO
Produccién de CO, = ( - _ , ) ! 4)
peso del fruto Kg x tiempo almacenamiento h 1000mg
Donde; A%CO;2= %CO; — 0.03% del aire (5)
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Y,
%CO,= (area bajo la curva) x 0.005 + 0.3947 (6)
4.4.2.3. Produccion de etileno

Para este estudio se midié con la técnica de espacio-cabeza. Cada dia de muestreo, los
pepinos se guardaron en envases de plastico sellados herméticamente con una tapa
equipada con un septo de goma de silicona. Después de 2 h a 25 + 2 °C, se tomaron
muestras de los gases con una jeringa de 5.0 mL (Nipro Medical Corporation, U.S.A) y se
guardaron en tubos BD vacutainer, capacidad 6 mL. Las muestras se almacenaron a 4 °C
hasta su posterior evaluacion. Para determinar los valores de C,Hs se inyect6 un volumen
de 1 mL (Agilent Technologies, U.S.A), en un Cromatdgrafo de gases 7890B GC (Agilent
Technologies, U.S.A). El helio se utiliz6 como gas acarreador a una velocidad de flujo de
10 mL minl. Se utilizaron dos detectores (FID/TCD) y dos columnas HP-PLOT/Q y
CPMOLSIEVE 5A (Agilent Technologies, U.S.A). Las temperaturas del inyector y detectores

fueron de 120, 200 y 150 °C, respectivamente. El detector se utiliz6 en modo Split 1:10.

La produccién de etileno se expresd en pL etileno Kgth?. Calculado con la siguiente

ecuacion:

vol.etilenoiyectado.ppm x vol.libre contenedor L x vol. esp.etileno) (8)

Produccién de etileno = (. _ .
peso del fruto Kg x tiempo almacenamiento h

Donde;

Volumen especifico del etileno = 847 uL .mg* (9)

58



4.4.3. Variables Bioquimicas
4.4.3.1. Determinacién del contenido de clorofilas totales

Se tomaron 10mg de epidermis del fruto de pepino, la cual fue cortada en trozos pequefios
y se colocaron en 3 mL de una solucién de 80 % v/v de acetona, dejandolo en incubacién
durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se maceré el tejido en un mortero. El homogenizado
se filtré en papel whatman No. 1. El filtrado se aforé a 10 mL con acetona 80 % v/v. Para
determinar la concentracion de clorofilas se midié la absorbancia a 645 nm y 663 nm. Los
resultados se reportaron como: mg de clorofilas por gramo de tejido (Moreno-Velazquez y

col., 2013).

Clorofilas Totales = 20.2Ag45 + 8.0244¢3 (10)

4.4.4. Carga microbioldgica

Los pepinos fueron tratados del mismo modo que el inciso (4.6.). Se tomaron 10 gramos de
tejido y se homogenizaron en 90 mL de agua peptonada al 1% p/v. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas a partir de 10 " hasta 10 °, de cada dilucién se sembré una
alicuota de 100 pL en cajas Petri con agar soya trispticasa caseina (TSA), para las bacterias
aerobias totales incubadas a 35°C por 2 dias y para mohos y levaduras agar papa-dextrosa
(PDA) incubadas a 25°C por 5 dias. Se sembraron cuatro placas por cada tratamiento por
cada dia de muestreo y después del periodo de incubacion se contd el nimero de unidades
formadoras de colonias totales (UFC). Se tomaron muestreos a uno, cuatro y dieciséis dias

de almacenamiento.
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4.4.5. Pruebas de aceptabilidad

Se prepararon los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado del mismo

modo que en el inciso 4.4. Se colocaron seis pepinos en bandejas con los tratamientos

(cuadro 1), se colocaron en refrigeracion a 12 + 2°C durante 16 dias. La evaluacion consistio

en la valoracion de las caracteristicas fisicas de los frutos de pepino: color, olor y apariencia,

por parte de un jurado, seleccionado al azar y calificando la muestra dentro de una escala

donde:

(1)

)

®3)

(4)

®)

Me disgusta extremadamente; (6)
Me disgusta mucho; (7)
Me disgusta moderadamente; (8)
Me disgusta poco; 9
Ni me disgusta ni me gusta;

Me gusta poco;

Me gusta moderadamente;

Me gusta mucho;

Me gusta extremadamente.

4.5. Aislamiento de hongos fitopatdgenos de frutos de pepino en postcosecha

4.5.1. Material Vegetal para el aislamiento

Los frutos de pepino que se utilizaron para este analisis fueron de primera calidad de

tamafio uniforme de 25-30 centimetros y de un peso aproximado de 350-400 gramos cada

uno. Provenientes de varias localidades del Estado de Morelos (sin especificar por el

vendedor). Se seleccionaron 50 frutos con ausencia de dafos fisicos o enfermedades

causadas por patdgenos. Estos frutos fueron llevados al Laboratorio de Tecnologia
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Postcosecha de Productos Agricolas de CEPROBI-IPN para su procesamiento (inciso

4.5.1.1).

4.5.1.1. Aislamiento de los hongos fitopatdégenos de frutos de pepino en postcosecha

Los frutos de pepinos se limpiaron con papel secante y estéril, con la finalidad de eliminar
los residuos del polvo y tierra. Se colocaron 10 frutos por camara hiumeda, enumerandose
del 1 al 50 y se incubaron a temperatura ambiente (28 + 2°C), haciendo revisiones cada 2
dias durante un periodo de 15 dias. Una vez que se observo el desarrollo de crecimiento
micelial, se tomaron muestras de micelio con la ayuda de una aguja de diseccion en
condiciones de esterilidad o asépticas, y se colocaron en cajas de Petri con PDA (agar
papa-dextrosa) y se incubaron a temperatura ambiente. Se seleccionaron 20 frutos
completamente al azar. Una vez desarrolladas las colonias en las cajas Petri con PDA,
éstas se purificaron por resiembra en nuevas cajas de PDA e incubaron a una temperatura

de 28 + 2°C.

4.5.1.2. Establecimiento de grupos morfolégicos

Cada morfologia encontrada se agrup6 segun sus caracteristicas culturales, tomado en
cuenta el color de la colonia y aspecto, zonacién, color del envés y borde de la colonia.
Después de la agrupacion de cada morfologia se calculé la frecuencia de aparicion

mediante la siguiente ecuacion:

N1

fal=— (11)

Nt

donde N es el nimero de veces que aparecié una morfologia y Nt es el nUmero total de

morfologias encontradas (Pérez-Bocourt y col., 2010).
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4.5.1.3. Pruebas de patogenicidad

Del total de grupos morfolégicos establecidos, se seleccionaron aquellos aislados de los
grupos con una mayor frecuencia de aparicion (Fa) y de cada grupo se escogié un aislado
y se comprobé su patogenicidad a través de los Postulados de Koch. Para ello se tomaron
discos de micelio de 5 mm de didmetro con crecimiento de cada hongo en medio PDA, y se
inocularon en los frutos Posteriormente, se colocaron en camara hiumeda con una humedad
relativa del 100% y se dejaron a temperatura ambiente (28 + 2°C), durante 20 dias, con
revisiones cada dos dias hasta la aparicion de los sintomas. En aquellos frutos que
desarrollaron sintomas de infeccion fangica, se realizé el aislamiento del hongo en las
zonas de avance de la enfermedad para determinar asi, la presencia del hongo inoculado
y que cumplieran con los postulados de Koch. Se inocularon 4 frutos, 3 discos por cada uno
de ellos. Como control negativo se usaron discos de PDA. Se calcul6é a partir de estos
resultados el porcentaje de incidencia de aparicién (% 1), de la enfermedad para cada

hongo, usando la siguiente ecuacion:
%Incidencia = Z—‘:xIOO (12)

Donde Ny es el nimero de discos que causaron sintomas; N; es el numero total de discos

inoculados por pepino (Pérez-Bocourt y col., 2010).
4.5.1.4. Caracterizacién morfolégica de los aislados

Los aislados que ocasionaron sintomas de infeccion sobre los frutos, se evaluaron sus
caracteristicas culturales y micromorfolégicas en los medios de cultivo agar Czapek (Cz),
agar extracto de malta (AEM) y PDA, observandose el aspecto de la colonia, color,
presencia de exudados, zonacién, color del envés y la formacién de estructuras

reproductivas (esporodoquios, cirros, etc.). Para ello se partié de una solucién de esporas
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de cultivos monosporicos (Frisvad y Samson 2004), y para las mediciones micrométricas
se establecieron microcdmaras de crecimiento (Moreno y col 2005), a partir de los cuales
se hicieron montajes de cada aislado para observarlas en un microscopio compuesto
Olympus CX31 objetivo 40x. En las preparaciones se utiliz6 una solucion de lactofenol al
1% v/v y se midieron 30 cuerpos fructiferos y 100 esporas por aislado. Se midi6 el didmetro
del conidio, la longitud, el tamafio del conidiéforo y la fidlide. Estas mediciones se analizaron
mediante el uso del programa Image J (Schneider, 2006). La tasa de crecimiento se
determiné a partir de discos de 5mm de didmetro de los cultivos de hongos creciendo en
PDA, Cz y MEA. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente hasta que la colonia
alcanzara su maximo crecimiento micelial y se realizaron evaluaciones diarias del
crecimiento miceliar midiendo el diametro de la colonia, para calcular la tasa de crecimiento

mediante la siguiente ecuacion:

(Didmetro final—Diametro inicial)
tiempo de incubacién

Tasa de crecimiento = (13)

donde Dy es el diametro final del aislado y D; es diametro inicial. El comportamiento de cada
aislado se compardé con una especie de referencia a través de las claves taxonémicas de

Barnet & Hunter (1998) y Ellis (1971).

4.5.1.5. Identificacion molecular

Para la identificacion molecular de los aislados, los hongos fueron enviados al Laboratorio

de BioPath, México.
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4.5.2. Evaluacion de laincidencia y severidad de Fusarium solani

45.2.1. Preparacion del inéculo de conidios de los hongos fitopatégenos

postcosecha del pepino

Para la preparacion del in6culo de cada hongo fitopatégeno, se tomaron 5 cajas Petri en
medio PDA con un cultivo de F. solani de aproximadamente 8 dias de crecimiento y con
esporas. Se agregaron 20 mL de agua destilada en la caja de Petri y con ayuda de una
aguja de diseccion se raspo el micelio, se filtr6 a través de un embudo con una gasa en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL. El nimero de conidios se determiné usando una camara de
Neubauer ajustando a una solucién de 1x10° esporas / mL. El conteo se llevé a cabo en 5
campos del cuadro central de la camara con ayuda de un microscopio compuesto marca
Nikon (Modelo ALPHAPHOT-2YS-H), con un objetivo de 40X y con ayuda de un contador

manual de cuatro digitos.

4.5.2.2. Porcentaje de incidenciay severidad

Se seleccionaron 63 pepinos de tamafio, forma y color uniforme sin dafios mecanicos o
deterioro. Estos frutos se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1% v/v
y se dejaron secar en la campana de flujo laminar. Se realizaron tres punciones de 1.2cm
de profundidad y 1.5 cm de didmetro con ayuda de un horadador o sacacorchos en cada
fruto de pepino, colocandose 30 pL de la mezcla de los recubrimientos (cuadro 1). Se
dejaron en incubacién por dos horas a temperatura ambiente (28 + 2 °C). Posteriormente,
se inoculé en cada herida 10 pL de conidios a una concentraciéon de 1x10* conidios / mL.
Los frutos fueron almacenados por siete dias a 10 + 2 °C y luego se dejaron a temperatura

ambiente (28 + 2 °C) por tres dias mas y asi observar el desarrollo de los signos de la
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infeccion. Cada réplica estuvo constituida por tres frutos de pepino y cada tratamiento se

realizo por triplicado. La incidencia de la enfermedad se expreso:

numero de heridas infectadas

Incidencia = numero total de heridas * 100 (14)
y la severidad fue determinada el area de la lesién calculada:
Severidad = X(anchura) * Z(longitud) (15

expresada como el area de deterioro en mm? (Askarne y col., 2012).
4.6. Andlisis Estadistico

Para cada uno de los ensayos se tuvo como unidad experimental un pepino, con seis
repeticiones por dia de evaluacién. En total se tuvieron seis tratamientos y mas el control,
por lo tanto, el nimero total de frutos usados para la determinacion de los parametros de
calidad fue de 440. Se realizaron evaluaciones durante 20 dias, con evaluaciones cada
cuarto dia. Se realiz6 un ANOVA bifactorial LSD Fisher con una prueba posterior de
comparacion de medias de Tukey, con un nivel de significancia de a = 0.05. Para el andlisis
de las pruebas de aceptabilidad de los recubrimientos se realizé estadistica descriptiva. El
andlisis de Incidencia y Severidad de los aislados se usaron 63 frutos, con nueve
repeticiones en cada tratamiento. Se aplicé un ANOVA no paramétrico Kruskal-Wallis, con
una significancia de a = 0.05 y una prueba de comparacion de medias de Tukey, a = 0.05.

Para el andlisis de datos se us0 el programa SigmaPlot 12.5.
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5. Resultados y Discusién

5.1. Caracterizacion del aceite esencial de canela por cromatografia de gases

acoplado a un espectrometro de masas (CG-EM)

En este estudio se logré caracterizar mediante cromatografia de gases el aceite esencial
de canela, identificando 23 compuestos, segln sus picos de absorciéon y tiempos de
retencion especificos (Figura 6). Estos representaban el 87.60 % del total del aceite, siendo
el cinamaldehido, compuesto mayoritario. Seguido del cinamil-acetato, 1, 3, 8-mentatrieno,
linalool y pseudolimoneno, el resto de los compuestos analizados representan menos del 2
%. La mayor parte de los compuestos identificados son terpenos (sélo se muestran los

compuestos que tuvieron una mayor area bajo la curva) (Cuadro 2).

I8 ]
Y
=3

= oo . do = = o =

Tiempo (min)

Figura 6. Cromatograma del aceite esencial de canela. a) cinamaldehido; b) cinamil-
acetato: c) 1,3,8-mentatrieno; d) linalool; e) pseudolimoneno; f) 3-alil-2-metoxifenol; g) trans-
B-cimeno; h) L-a-terpineol; i) anetol; k) benzilbenzoato. El resto de los picos observados en
el cromatograma representan compuestos minoritarios. Se destaca en el pico (a) la
estructura quimica del cinamaldehido. Figuras obtenidas en: www.chemspider.com
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Cuadro 2: Compuestos mayoritarios presentes en el aceite de canela.

Tiempo retencion  Formula

Compuesto % (min) Molecular Tipo Molécula
cinamaldehido 41.408 6.862 CoHsO aldehido
cinamilacetato 8.592 8.637 C11H140: éster

1,3,8-mentatrieno 5.934 4.926 CioH16 terpeno
linanool 5.27 5.494 CioHis monoterpeno

pseudolimoneno 5.006 5.01 CioH16 terpeno

3-alil-2-metoxifenol 3.767 7.664 Ci10H120: alcohol
trans-B-ocimeno 2.823 4.269 CioH1e monoterpeno

L-a-terpineol 2.646 6.196 CioHis alcohol

mentadieno 1.719 4.812 CioH1e terpeno

anetol 1.681 7 CioHa2 terpeno
benzilbenzoato 1.126 12.426 C14H120 cicloalcano

Dias de Castro y Oliverira-Lima (2013), reportaron la composicion del AEC de hoja
encontrando que el compuesto mayoritario fue eugenol (73.27 %), en la mezcla de
metabolitos también encontraron terpenos como el linalool, terpineol y cinamilacetato;
compuestos que también se encontraron en el AEC usado en este estudio. Unlu y col
(2010), Jayawardena y Smith (2010), Simsek y col (2013) y Jeon y col (2017), reportan al
cinamaldehido como compuesto mayoritario en los andlisis de CG-EM del aceite de canela

extraido de corteza mediante diferentes métodos. (68.95 %; 80 % y 88.2 %).

En un estudio realizado por Barrera 'y Garcia (2008), donde evaluaron el efecto antifiingico
del aceite esencial de canela sobre F. oxysporum y R. solani, indican que de los compuestos
derivados del cinamaldehido, de estos, tres tuvieron actividad antifingica sobre ambos
hongos a 100 pg/mL. Estos fueron: trans-cinamaldehido, a-metil-cinamaldehido y &cido a-
metil-cinamico.

En otro estudio realizado por Xie y col (2017), evaluaron la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de canela y el aceite esencial de clavo, ademas de la relacion que existe

entre la estructura y la actividad de los compuestos mayoritarios en estos aceites, el
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cinamaldehido y el eugenol sobre dos hongos fitopatégenos, Fusarium oxysporum y
Rhizoctonia solani. Ellos reportan que el cinamaldehido muestra una potente actividad
contra ambos hongos, indicando que aquellos compuestos que tenian una estructura similar
al cinamaldehido, la actividad antifingica era mas fuerte, llegando a la conclusién de que
estos compuestos presentaban en su estructura un anillo benceno y dobles enlaces de
carbono conjugados: cinamaldehido > cinamil-acetato > cinamil-alcohol > &cido cinamico,
indicando que el grupo aldehido es el responsable de la actividad antifungica. Aunque no
se muestran en el cuadro 3, en la CG-EM se identifico el alcohol cinamico con un 0.292 %

del total del aceite.

5.1.1. Caracterizacion de las nanoparticulas por Espectroscopia Infrarroja con

Transformada de Fourier (FTIR)

La composicién, presencia y ubicacién de los grupos funcionales del AEC, TCA y las
nanoparticulas se muestran en la Figuras 7 y 8, respectivamente. Ambas curvas del
espectro presentan picos similares, lo que indica que en el AEC se encuentra el TCA. El
aceite esencial de canela estd compuesto de varias moléculas como terpenos, aldehidos y
alcoholes; el mas abundante en su composicion como se mencioné anteriormente, fue el
cinamaldehido (Simsek y col 2013). Estas moléculas estan compuestas de enlaces C-C,
C=C, grupos metilo, grupos carboxilicos, anillos aromaticos y lo que vemos en el espectro

infrarrojo es precisamente la absorcién de estos grupos quimicos en su composicion.

En ambos espectros (Figura 7), vemos una banda a de 1668 cm™ que corresponde a un
grupo aldehido (C=0-H). En la banda de 1263 cm™ corresponde a los enlaces (C-C) de los
anillos aromaticos, a 1623 cm?, 742 cm™ y 682 cm los enlaces (C-C) de las cadenas de
hidrocarburos. Los dobles enlaces de carbonos (C=C) corresponden a las bandas de 969

cm?y 1065 cm. Los grupos éter (C=0) se encontraron en las bandas de 1115 cmy 1569
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cm y sélo un grupo metilo (CHs) en la posiciéon 1489 cm™ Como se mostr6 en la CG-EM,

los compuestos con mayor actividad antifingica en el AEC son los derivados del

cinamaldehido y aqui en el FTIR, se pudo comprobar la presencia de los grupos aldehido,

doble enlaces conjugados, enlaces C-C formando parte del anillo de benceno en su

estructura.

1.8
1.6
1.4
1.2

Absorbancia

0.8
0.6
0.4
0.2

1288 C-C aromético
1668 C=0-H
1115C=0

—TCA  —AEC oo

1623 C-C 989 C=C
1569 C=0
1489 CH,
)
, \ ’1 682 C-C
A
S VN, W u

1446 CH,-C i
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Figura 7. Espectro de FTIR del aceite esencial de canela (AEC) y trans-cinamaldehido
comercial (TCA). El grupo aldehido se encuentra en las bandas de 1740-1720 cm™*
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Figura 8. Espectro de las nanoparticulas de quitosano encapsulando aceite esencial de
canela (NQAEC) y nanoparticulas de quitosano encapsulando trans-cinamaldehido
(NQTCA).

Debido a su composicién quimica del quitosano vemos en la Figura 8, el espectro infrarrojo
de las nanoparticulas de quitosano encapsulando AEC y el TCA. En la region entre los 1564
cm?y 1420 cm?, dos picos caracteristicos de los grupos amina (-NH.) constitutivos de la
N-acetilglucosamina (CsH1sNOg). La linea color gris muestra los picos de absorcion de las
nanoparticulas de quitosano (NQ), son las mas altas (s6lo se encuentra el quitosano).
Seguido la linea azul, que representa a las nanoparticulas encapsulando trans-
cinamadehido (NQTCA) y en la linea naranja, las nanoparticulas encapsulando aceite

esencial de canela (NQAEC).

La molécula de N-acetilglucosamina esta constituida por una aldohexosa, es decir, un

azucar de seis carbonos, donde en el carbono 2 se ha sustituido el grupo hidroxilo (-OH),
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por una amina (-NHz), que en reacciones posteriores sufre acetilacion por la incorporacion
de un grupo acetilo (-CO-CHs). Estos mondmeros estan unidos por enlaces B-1,4, formando
la estructura quimica del quitosano. Lo que vemos en el espectro infrarrojo de la Figura 8,
es precisamente estos grupos quimicos en los diferentes tipos de nanoparticulas

empleadas en este estudio (NQ, NQAEC y NQTCA).

En el espectro también podemos encontrar los grupos funcionales del AEC y TCA (Figura
8) y es precisamente la presencia de estos picos de absorcidn, lo que confirman que dentro
de las nanoparticulas se encuentran encapsulados estos dos compuestos. En la banda de
922 cm se encontraron los enlaces de doble carbono (C=C), en la banda de 1101 cm
vemos los enlaces carbono-oxigeno (-C-O-), en la banda de 1731 cm™ encontré el grupo
aldehido (-C=0-H); grupos funcionales que forman parte de la estructura quimica del AEC

y TCA.

En la banda de 3400 cm™ corresponde al grupo hidroxilo (-OH). Segin Macea y col (2015),
las bandas correspondientes a los estiramientos -OH y -NH (3250-3600 cm?),
caracteristicos de los alcoholes, aminas y amidas presentes en la estructura del quitosano
desacetilado y reportan una banda de 3456 cm™* como producto de la sobreposicion de las
bandas originadas por los alargamientos y tensiones de los grupos -OH y -NH presentes en
el quitosano. En el espectro también se observa una banda a 2919-2847 cm? que
corresponde a los enlaces -C-H- y una banda a 1727 cm™ correspondiente a los dobles

enlaces carbono-oxigeno (C=0).

Todas las moléculas presentes en el AEC de canela tienen dentro de su estructura quimica
grupos funcionales que coinciden con los presentes en la molécula de quitosano, por
ejemplo, grupos -OH, C-C, C=C, C-O. Cuando analizamos el espectro infrarrojo de las

nanoparticulas, encontramos que hay zonas o bandas comunes de menor o mayor
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absorcion (tamafo del pico). Esto nos indica, que las moléculas presentes en el AEC tienen
algun tipo de interaccion con la molécula de quitosano, por enlaces del tipo puentes de
hidrogenos (-OH-O; -OH-C), o enlaces del tipo covalente en los grupos amino y las cadenas
de los grupo -R. Conocer la presencia de los grupos funcionales nos permite suponer como
el quitosano es capaz de encapsular aceites esenciales, sin que ambos compuestos
pierdan actividad como antimicrobianos y que ademas, puedan ser mucho mas efectivos y
reactivos al encontrarse estructurados a nivel nanométrico. Ademas, estas interacciones en
los grupos funcionales de las moléculas presentes en el AEC mejoran la solubilidad del
qguitosano en soluciones acuosas, le confieren una mayor elasticidad, permeabilidad al
vapor de agua (Mahdi-Ojagh y col 2010), y en el caso del pepino, permite una mejor
adhesioén a la superficie del fruto. Estas son estimaciones que se derivan del andlisis de

FTIR.

5.1.2. Microscopia Electronica de Transmisién (MET)

Las micrografias de las nanoparticulas de quitosano y quitosano nanoestructurado
encapsulando aceite esencial de canela o trans-cinamaldehido se muestran en la Figura 9.
Se observa que las NQ (Figura 9A), tienen forma esférica con un didmetro promedio de 5 +
2.76 nm, son densas y que se encuentran agregadas, sefialadas con la flecha de color
amarillo. En la figura 9B sefialadas con la flecha azul, se muestran las NQAEC éstas son
mucho mas densas y de mayor tamafo que las NQ, con un tamafio promedio de 8 + 3.89
nm, algunas tienen morfologia esférica, no se encontraban agregadas y en menor cantidad.
En la figura 9C, vemos la micrografia de NQTCA. A pesar de que los tres tipos de
nanoparticulas fueron realizadas por la misma metodologia, las NQTCA (flecha roja),
muestran ser amorfas, no esférica y presentaban diferentes tamafios, superior a los 50nm,

lo que se puede evidenciar por la escala en la que se encuentran las micrografias.
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Con el método de nanoprecipitacion se observo que las NQ tenian un menor tamafio en
comparacion con las NQAEC y NQTCA. Esto se debe a que el quitosano al entrar en
contacto con la solucion alcohdlica en donde se encontraba disuelto el aceite o la del
aldehido, éste inmediatamente se insolubiliza capturandolos en su interior ambos

compuestos en su interior, por lo tanto, se forman particulas de dimensiones mayores.

Figura 9. Microscopia electrénica de transmision de las nanoparticulas de A)
quitosano (NQ) 10nm, B) nanoparticulas de quitosano encapsulando aceite esencial de
canela (NQAEC) 10nm y C) nanoparticulas de quitosano encapsulando trans-
cinamaldehido (TCA) 100nm. Se muestra la media de cien mediciones.

Otra explicacion para el incremento del tamafio de nanoparticulas con el AEC o el TCA, se
debe a que el quitosano tiene la capacidad de formar hidrogeles, los cuales estan formados
por una red tridimensional que tiene la capacidad de absorber gran cantidad de agua,
hinchandose y aumentando considerablemente su volumen sin perder la forma (Ramirez y

col 2016).

Las nanoparticulas a base de quitosano se forman de acuerdo a una aproximacion de tipo
“bottom-up” (de abajo hacia arriba), como resultado de la autoasociacion o

entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras
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nanoscopicas ya sea por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente o no
covalente. En estas nanoparticulas o nanoesferas, en este caso, el aceite o el TCA, queda

atrapado o ligado a la matriz polimérica semi-sélida de quitosano (Goycoolea y col 2009).

5.2. Formulacion y Estandarizacién de los recubrimientos de quitosano y quitosano

nanoestructurado para los frutos de pepino

Para la formulacion y estandarizaciéon de recubrimientos adecuados para los frutos de
pepino, se realizaron ensayos preliminares mediante modificaciones parciales al
recubrimiento propuesto por Ramos y col (2012) y complementando dichas modificaciones
con los propuesto por Correa-Pacheco y col (2017). Sin embargo, es importante mencionar
qgue los compuestos usados en los recubrimientos de quitosano y quitosano
nanoestructurado fueron de uso comercial.

En todas las mezclas empleadas en este estudio se evalud cualitativamente el color, la
adherencia y la vida de anaquel de los frutos de pepino bajo condiciones controladas.
Gracias a los resultados obtenidos por un estudiante del Laboratorio de Tecnologias
Postcosecha, se logré modificar la concentracion de AEC y TCA sin que se viera afectada
su actividad antifngica y mediante pruebas de aceptabilidad, se determiné que a la
concentracion de 0.1 % v/v, los frutos no presentaban un olor dulce.

También se determin6 que el aceite de canola era el mejor adherente para el pepino, en
comparacion con la cera de abeja y el acido oleico. El glicerol permitié la formacion de una
emulsién capaz de integrar los elementos hidrofébicos del recubrimiento (quitosano, AEC,
TCA y aceite de canola) y la adicion de tween 80, mejor6 sustancialmente la incorporacion
de todos los elementos en solucion. Es importante mencionar que los recubrimientos
nanoestructurados de quitosano (NQ, NQAEC, NQTCA), mostraron en todas las pruebas

una mejor adhesion a los frutos de pepino, pero al ser usadas en altas concentraciones
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afectaban la calidad visual y fisicoquimica de los frutos. Lo que nos llevé a modificar la
concentracion en las que estas fueron usadas en los recubrimientos. Para mayor detalle de
la composicion final de los recubrimientos empleados ver el inciso 4. 5. (cuadro 1), de la
seccion de materiales y métodos.

5.3. Calidad Postcosecha de pepino

5.3.1. Apariencia

En el estudio de apariencia se realizé un andlisis descriptivo de los frutos con cada uno de
los recubrimientos evaluados durante el almacenamiento segun el PC-021-2005. Los frutos
usados cumplieron con lo referido en la norma de calidad y al momento en que se colocaron
los recubrimientos (Figura 10A), tenian color verde oscuro uniforme en todos los
tratamientos al igual que el control. Los frutos que estaban recubiertos con NQAEC vy
NQTCA. Es importante mencionar, que los frutos usados en este ensayo tenian un dia de
cosechados.

En los primeros ocho dias de almacenamiento (Figura 10B), el brillo de los frutos se hizo
mas homogéneo en todos los tratamientos. se observo que los frutos con tratamiento de
QAEC y QTCA, comenzaron a mostrar amarillamiento de la cascara y arrugamiento en los
extremos y, por el contrario, los tratamientos con nanoparticulas se volvieron mas oscuros.
A los 16 dias de almacenamiento los frutos en los tratamientos de QAEC, QTCA, NQAEC
y control, comenzaron a mostrar sintomas de deterioro en la calidad visual, tenian manchas
en la superficie de color amarillo y en algunos casos asociados con el inicio de una infeccion
microbiana en los extremos (control y QAEC). Los tratamientos que mostraron mayor
arrugamiento de la superficie fueron QAEC y NQAEC, ya que los frutos perdieron mayor
cantidad de agua y los frutos con mejor apariencia eran los que estaban recubiertos con Q,

NQ y NQTCA. La norma para la comercializacion de pepino (PC-021-2005), indica que la
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vida de anaquel es de 14 dias como maximo bajo condiciones de almacenamiento entre
10-12 °C, sin que estos pierdan su calidad comercial y con el uso de estos recubrimientos
se logré aumentar la vida de anaquel a 20 dias de almacenamiento, sin que los frutos
perdieran la calidad comercial, especialmente en aquellos frutos fueron los tratamientos de
Q, NQ y NQTCA.

Una vez colocados a temperatura ambiente (20 dias de haber colocado el recubrimiento),
los frutos que mostraron mayor deterioro fueron los tratamientos control, QAEC, QTCA,
NQAEC (Figura 11B). Mostrando amarillamiento en los extremos de los frutos, zona en las
gue se iniciaron infecciones causadas por hongos; el caso mas severo visualmente fueron
el control y los tratamientos con QTCA y NQAEC, los cuales tenian una mayor cantidad de
frutos dafiados y del 50% de la superficie del fruto con amarillamiento. Los frutos tratados

con QAEC sélo presentaron amarillamientos y arrugamientos en los extremos.

Figura 10. A) Apariencia a los cero dias de almacenamiento a 12°C. Al) Control; A2)
quitosano; A3) quitosano nanoestructurado; A4) quitosano con aceite esencial de canela;
Ab) quitosano nanoestructurado con aceite esencial de canela; A6) quitosano con trans-
cinamaldehido; A7) quitosano nanoestructurado con trans-cinamaldehido. B) Apariencia a
los ocho dias de almacenamiento a 12°C. B1) Control; B2) quitosano; B3) quitosano
nanoestructurado; B4) quitosano con aceite esencial de canela; B5) quitosano
nanoestructurado con aceite esencial de canela; B6) quitosano con trans-cinamaldehido;
B7) quitosano nanoestructurado con trans-cinamaldehido.
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Los tratamientos de Q, NQ y NQTCA aun después de los 20 dias de almacenamiento
mantuvieron la apariencia del inicio del experimento. Esto es un resultado importante, ya
que estos recubrimientos podrian ser una alternativa para mantener la apariencia y la
calidad sensorial ain en condiciones no controladas.

La apariencia de los frutos es un aspecto importante para la comercializacion, ya que las
personas muchas veces adquieren los productos hortofruticolas por como se ven
externamente. La calidad de un producto es importante para los consumidores y

comerciantes, y es un factor clave que usan los supermercados (Kader 2007).

et Ao .

Figura 11. A) Apariencia a los 16 dias de almacenamiento a 12°C. Al) Control; A2)
quitosano; A3) quitosano nanoestructurado; A4) quitosano con aceite esencial de canela;
A4) quitosano nanoestructurado con aceite esencial de canela; A6) quitosano con trans-
cinamaldehido; A7) quitosano nanoestructurado con trans-cinamaldehido. B) Apariencia a
los 20 dias de almacenamiento a 28°C. B1l) Control; B2) quitosano; B3) quitosano
nanoestructurado; B4) quitosano con aceite esencial de canela; B5) quitosano
nanoestructurado con aceite esencial de canela; B6) quitosano con trans-cinamaldehido;
B7) quitosano nanoestructurado con trans-cinamaldehido.

~ -
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Un fruto con un buen aspecto, indica que tienen buen sabor y se hace mas apetecible. Sin
embargo, la alta calidad de un fruto esta en segundo plano sélo después de la limpieza y el
orden, que son los primeros factores que intervienen en la eleccién en el supermercado
(Kader 2007). La apariencia sensorial de un producto alimenticio y la apariencia visual
ejercen, en particular una fuerte influencia sobre la aceptaciéon de un producto (Tuorila y
Pangborn 1988 citado en de Oliveira Silva y col 2005).

5.3.2. Determinacion Cuantitativa de la Calidad

Se evalud cuantitativamente la calidad de frutos tratados con recubrimientos de quitosano
y quitosano nanoestructurado. Se encontrd que los recubrimientos mantuvieron algunos de
los parametros de calidad postcosecha durante el almacenamiento en condiciones

controladas hasta por 16 dias a 12°C.

Los valores para los sélidos solubles totales y acidez titulable se muestran en el cuadro 3.
Durante el almacenamiento los frutos no mostraron diferencias significativas en cuando al
contenido de azlcares y acidos grasos con respecto a los recubrimientos evaluados y el
tiempo de almacenamiento (P = 0.307). El pepino es un fruto no climatérico, por lo tanto,
los cambios en el contenido de azlcares y acidos grasos no varian durante su desarrollo
en la planta y en postcosecha. Estos frutos son cosechados en madurez comercial, es decir,
cuando ha alcanzado el tamafio (longitud y grosor), segun la variedad. Por lo tanto, el
contenido de azlicares se mantiene relativamente constante, desde la cosecha hasta el
consumo y este parametro estd muy relacionado con el sabor en los frutos. Sélo se
observan el contenido de SST cuando los frutos se encuentran infectados por hongos,
aumentan. Ya que estos microorganismos degradan el tejido del fruto mediante la accion

de enzimas hidroliticas.
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En los frutos climatéricos como el tomate, el mango, la banana, entre otros, el incremento

en el contenido de SST se da por efecto de la maduracion. Son frutos que son cosechados

en estado “verde” y a medida que van madurando aumenta el contenido de azucares, por

lo tanto, su sabor cambia, se hacen mas dulces. En los frutos de pepino no incrementan ek

contenido de azucares durante su maduraciéon. Con el uso de los recubrimientos a base de

quitosano y quitosano nanoestructurado, se logré mantener el contenido de SST durante el

tiempo de almacenamiento, ademas de que evitd el aumento azlcares por la presencia de

microorganismos, evitando su desarrollo.

Cuadro 3: variables de calidad postcosecha evaluados sobre frutos de pepino en
condiciones de almacenamiento a 12°C por 16 dias tratados con recubrimientos de
guitosano y quitosano nanoestructurado.

Tratamiento

Parametro Y Dia OF Dia 8 Dia 16
SST
Control 3.06acA 2.91acB 2.68acC
(°Brix)
Q 3.2 bacA 3.05acB 2.78acC
QAEC 3.05acA 2.8acB 2.61lacC
QTCA 3acA 2.78acB 2.86acC
NQ 2.58abcA 2.83achB 2.68acbC
NQAEC 3.05acA 2.93acB 2.66acC
) NQTCA 3.06acA 3acB 2.56acC
ATC(;/;’iﬁ‘g)'do Control 1.25x10°dA  1.61x10°dBC  1.43x10° dD
Q 7.77x10%abA  1.14x10°abBC  1.08x10° abD
QAEC 9.05x10° aA 9.05x10° aBC 1.08x10° aD
QTCA 1.01x10°bcA  1.12x10° bcBC 1.24x10° bcD
NQ 1.16x10° bcA  1.14x10°bcBC  1.32x10° bcD
NQAEC 1.31x10° dA 1.36x10° dBC 1.36x10° dD
NQTCA 1.25x10°5cA 1.07x10° cBC 1.36x10° cD

Anadlisis de Varianza de dos vias (P = 0.001); Separacién de medias Tukey (P = 0.005). ¥
Letras minusculas representa la comparacion entre tratamientos. P Letras mayusculas la

comparacion en el tiempo. Se muestra la media de seis repeticiones por dia por tratamiento.
Se muestra la media de seis mediciones.
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Cuadro 4. variables de calidad postcosecha evaluados sobre frutos de pepino en
condiciones de almacenamiento a 12°C por 16 dias tratados con recubrimientos de
quitosano y quitosano nanoestructurado.

Tratamiento

Parametro Y Dia OF Dia 8 Dia 16
Firmeza
Control 70.83aA 64.61aA 57.80aA
(N)
Q 65.65aA 61.54aA 70.35aA
QAEC 66.95aA 57.32aA 55.51aA
QTCA 75.85aA 58.95aA 64.05aA
NQ 56.12aA 66.81aA 63.57aA
NQAEC 65.73aA 62.36aA 67.56aA
NQTCA 69.37aA 51.92aA 59.7aA
Color
Control 0aA 6.18bA 6.93bD
(AE)
Q 0aA 4.38dB 6.61bD
QAEC 0aA 4.44dB 3.93eC
QTCA 0OaA 3.90eC 4.83fE
NQ 0aA 3.70eC 3.99eC
NQAEC 0aA 3.30eC 5.56fE
NQTCA 0aA 3.53eC 3.87eC

Andlisis de Varianza de dos vias (P = 0.001); Separacién de medias Tukey (P = 0.005). ¥
Letras minusculas representa la comparacion entre tratamientos. P Letras mayusculas la
comparacion en el tiempo. Se muestra la media de seis repeticiones por dia por tratamiento.
Se muestra la media de seis mediciones.
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En cuanto a la firmeza no se encontraron diferencias significativas (P =0.036), en los efectos
de los tratamientos evaluados, ni a través de tiempo (Cuadro 4). La firmeza de los pepinos
con los recubrimientos presentd los valores mas altos comparados con el control sin
recubrimiento. Después de 16 dias, la pérdida de firmeza en porcentaje del control fue de
18.39 %, mientras que los valores mas bajos fueron en los tratamientos de Q (0.67 %)
NQAEC (4.61 %). La firmeza de los frutos en el tratamiento control en el dia 0 fue de 70 N
y luego de los 16 dias de almacenamiento, no se encontraron diferencias con respecto a

los otros tratamientos (P = 0.358).

En un estudio realizado por Adetunji y col (2014), evaluaron el efecto de un recubrimiento
de quitosano al 1.5 % p/vy 1.5 % v/v con gel de Aloe vera sobre la firmeza en cestas de
plastico durante siete semanas. En cuanto a la firmeza ellos reportan disminucién de 30 y
45 N en los frutos con los recubrimientos en comparacion con el control a las cuatro
semanas de almacenamiento a temperatura ambiente (25 + 3 °C), éstos valores son
muchos menores a los encontrados con los recubrimientos de Q y NQ, donde se registraron
valores por encima de los 50 N durante tres semanas de almacenamiento bajo condiciones
controladas de temperatura. Es importante recordar, que la firmeza esta asociada a la
transpiracion y a su vez a la respiracion, por la pérdida de agua. Debido al alto contenido
de agua del pepino (96 %, CONABIO 2014), al estar almacenados a una temperatura
adecuada donde no se alter6 la tasa de respiracion y la presencia de los recubrimientos de
quitosano y quitosano nanoestructurado, evitaron que la pérdida de agua mediante la
transpiracion. La firmeza es una variable que indica calidad en muchos productos
hortofruticolas y en especial, en los frutos de pepino, ya que esta relacionada con la
estructura de la pared celular y con el estado de madurez (CAJAMAR 2014). La firmeza de

las frutas y hortalizas depende de la turgencia, cohesién, forma y tamafio de las células que
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conforman la pared celular (Lopez y col 2000, CAJAMAR 2014), por lo que se puede deducir
que los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado mantienen estas
estructuras evitando la degradacion de las paredes celulares por la presencia de enzimas
hidroliticas de hongos como las hemicelulosas, las celulosas y las pectinasas y retrasando
la maduracion. En un estudio realizado por Zhang y col (2015), donde utilizaron
recubrimientos de un complejo quitosano-acido salicilico sobre frutos de pepino
almacenados a 2 °C por 12 dias y a temperatura ambiente (20 °C) durante dos dias,
reportan que las variables de calidad firmeza, sélidos solubles totales y contenido de acido
ascorbico, no mostraron cambios durante el almacenamiento, concluyendo que el
recubrimiento de quitosano en complejo con otros elementos, es mas eficiente preservando
la calidad en postcosecha.

Otro de los parametros de calidad evaluados fue el cambio de color calculado por AE
(Cuadro 4). La aplicacién de los recubrimientos ayudé a mantener el color en los frutos y se
encontraron diferencias entre los tratamientos (P = 0.064). Los frutos del tratamiento control
a los 8 dias de almacenamiento mostraron un cambio en la coloracion del exocarpo y al
final del almacenamiento fueron los frutos con un mayor valor de AE (mas amarillos). En el
cuadro 4, se observa cémo los frutos en los tratamientos con QTCA, NQ, NQAEC y NQTCA
tuvieron valores de AE mas bajos con respecto al control, lo que indica que estos frutos
mostraron cambios en el color verde oscuro de la cosecha. En un estudio realizado por
Mohammadi y col (2016), reportan el uso de recubrimientos con nanoparticulas de
guitosano y nanoparticulas de quitosano encapsulando aceite esencial de Zataria multifloria
sobre frutos de pepino, a una concentracion de 1500 ppm, mostraron un menor cambio en
el color durante el almacenamiento a 4 °C. Estos resultados son consistentes con los
encontrados en este estudio, donde los frutos de pepino tratados con Q, NQ y NQTCA,

presentaron valores menores de AE en comparacién con el control. Estos investigadores
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explican, que el efecto del recubrimiento es debido a que este crea una atmoésfera
modificada entre la superficie del fruto y el recubrimiento evitando asi la degradacion de
clorofilas, como se puede observar en la figura 23. Los recubrimientos mantienen el color
verde de los pepinos debido a que previenen el pardeamiento oxidativo o enzimatico
(Mohammadi y col 2016).

Los tratamientos con Q, QTCA y NQAEC tuvieron un valor similar al del tratamiento control,
lo que indica que estos frutos presentaron una mayor coloracion amarilla al final del
almacenamiento (P = 0.001). Por otra parte, los tratamientos con QAEC, NQ, NQAEC y
NQTCA tuvieron valores mas pequefios de AE con respecto al control, es decir, se

encontraban aun verdes.

5.3.3. Variables Fisiol6gicas

5.3.3.1. Pérdida de peso

En la Figura 12 se muestra la pérdida de peso en los frutos de pepino tratados con los
recubrimientos. Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos P <0.001).
Se puede observar que el tratamiento control fue el que registré una mayor pérdida de peso
acumulada de 27.71 % con respecto al peso inicial en promedio de 315 gr. De forma similar
los frutos con los recubrimientos de QTCA (24.65 %), NQAEC (20. 77 %) y NQTCAy QAEC
mostraron una pérdida de peso acumulada de 22.22 %. Los tratamientos de Q y NQ,
registraron una menor pérdida de peso con respecto al control (8.74 % y 5.49 %,
respectivamente). Los resultados indican que los tratamientos de Q y NQ con o sin AEC y
TCA, son efectivos en reducir el porcentaje de pérdida de peso a los 16 dias de
almacenamiento, ya que tienen la capacidad de reducir la pérdida de agua mediante la
reduccion de la tasa de respiracion, como se muestra mas adelante (Figura 13), y reducir

la evapotranspiracion ya que forman una barrera selectiva al vapor de agua. Sin embargo,
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todas estas pérdidas resultan significativas ya que, la norma exige que durante el
almacenamiento los frutos deben tener una pérdida de peso acumulada menor al 5%.

La pérdida de peso en los frutos estd asociada directamente con la respiracion y la
evapotranspiracion, siendo uno de los parametros que determinan la calidad y la vida de
anaguel en los frutos. (Adetunji y col (2014). Los recubrimientos de quitosano y quitosano
nanoestructurado forman una capa en la superficie del fruto que actia como una barrera a
los gases de la respiracion y a los gases ambientales. Esto causa que estos dos procesos,
reduzcan sus tasas trayendo como consecuencia que velocidad de deterioro sea menor.
Este efecto se observo en los tratamientos con Q, NQ y NQTCA durante y al final del

almacenamiento, y cuando los frutos fueron colocados a temperatura ambiente.
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Figura 12. Porcentaje de pérdida en condiciones de almacenamiento a 12°C por 16
dias, tratados con recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado. A).
Valor de referencia seguin la norma es de una pérdida de peso acumulada de 5 %. LSD,
tratamiento: F = 24.411; gl = 6, 209; P < 0.001. Tiempo: F = 11.662; gl = 4, 209; P < 0.001.
Tratamiento x Tiempo: F = 0.378; gl = 24, 209; P = 0.997. Recubrimiento: Q, quitosano;
QAEC, quitosano y aceite esencial de canela; QTCA, quitosano y trans-cinamaldehido; NQ,
quitosano nanoestructurado; NQAEC, quitosano nanoestructurado y aceite esencial de
canela, NQTCA, quitosano nanoestructurado y trans-cinamaldehido. Se muestra la media
de seis mediciones. Las barras indican la desviacion estandar.

84



Este efecto fue reportado por Zhang y col (2015), donde utilizaron recubrimientos formados
por un complejo de quitosano y acido salicilico sobre frutos de pepino almacenados a 2 °C
por 12 dias y posteriormente puestos a temperatura ambiente (20 °C) durante dos dias,
encontrado que la pérdida de peso en los frutos con el recubrimiento fue so6lo de 2.29 % en
comparacion con el control 3.52 %.

En un trabajo realizado por Adetun;ji y col (2014), evaluaron el efecto de un recubrimiento
de quitosano y gel de Aloe vera sobre la pérdida de peso en frutos de pepino almacenados
a temperatura ambiente (25 °C £ 3 °C), durante siete semanas. Reportan un porcentaje de
pérdida de peso de 5.17 % para los frutos recubiertos con quitosano + Aloe vera, de 16.71
% para los frutos recubiertos con Aloe vera y de 19.22 % para los frutos recubiertos sélo
con quitosano, en comparacion con el control que tuvo un porcentaje de pérdida de peso
de 26.91 %. En este trabajo se encontraron porcentajes de pérdida de peso menores en los
frutos de pepino que solo estan recubiertos con Q (Figura 12).

En un estudio realizado por Paul y Chen (1989), indicaron por primera vez que una menor
tasa de pérdida de humedad en los frutos de pepino cubiertos con quitosano puede ser
atribuido a que éste actiia como una barrera adicional contra la difusién a través de los
estomas. En un estudio reportado en Irdn, se usaron recubrimientos nanoestructurados de
quitosano encapsulando aceite esencial de Zataria multifloria sobre frutos de pepino en
postcosecha, e indican que lograron reducir la pérdida de peso, mantener la firmeza,
disminuir la tasa de respiratoria y los recuentos microbianos durante el almacenamiento a
10 ° C (Mohammadi y col 2016). El pepino es 97 % agua y durante el proceso de respiracion

y senescencia, esta agua es gastada por el metabolismo de la fruta.
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5.3.3.2. Produccion de COa..

Los resultados acerca de la produccion de CO; de los frutos de pepino tratados con los
recubrimientos se muestran en la Figura 13. No se encontraron diferencias estadisticas
significativas en los tratamientos evaluados durante el tiempo de almacenamiento (P =
0.148). Estos resultados difieren de los obtenidos por Mohammadi y col., 2016, quienes
reportan una reduccién significativa de la tasa respiratoria en pepinos tratados con
recubrimientos de NQ y NQAEC comparados con el control. Se ha reportado que la tasa
respiratoria de los pepinos a 25° C es en promedio 23 mL CO2/Kg*h, en este estudio los
pepinos en condiciones de almacenamiento presentaron una tasa respiratoria menor
(Suslow y Cantwell 2013).

En cuanto al tiempo de almacenamiento, se encontré que a partir del dia 8 los frutos en el
tratamiento de Q muestran un pequefo incremento en la produccién de diéxido de carbono
de 14.68 mL CO2/Kg*h a 24.07mL CO./Kg*h alos 12 dias (P = 0.036). También se observa,
que el tratamiento de QAEC alcanza un valor de 25.9 mL CO./Kg*h y el tratamiento de
QTCA alcanz6 un valor de 23.27 mL CO./Kg*h, para el dia 16 de almacenamiento La
produccion de CO. es un buen indicador de calidad durante el almacenamiento
(Mohammadi y col 2016). Sin embargo, en nuestro estudio no se encontraron diferencias
en la tasa de respiracion con los recubrimientos evaluados.

Por otro lado, durante la respiracion, se pierde agua y los frutos de pepino estan constituidos
por el 96 % de agua. Como se sabe, durante la respiracion se genera diéxido de carbono,
liberandose agua y energia en forma de calor. Al existir una mayor tasa de respiracion, en
el pepino tendra como consecuencia una mayor pérdida de peso, como lo observamos en
la Figura 12. Y como existe una degradacion de carbohidratos que forman parte de las

estructuras celulares, la firmeza de los frutos también disminuye (Cuadro 4).
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Figura 13. Produccion de CO; de frutos de pepino en condiciones de almacenamiento
a 12°C por 16 dias, tratados con recubrimientos de quitosano y quitosano
nanoestructurado. Kruskal-Wallis, tiempo: H = 10.282; gl =4; P = 0.036. Tukey a = 0.05.
Recubrimientos: Q, quitosano; QAEC, quitosano y aceite esencial de canela; QTCA,
quitosano y trans-cinamaldehido; NQ, quitosano nanoestructurado; NQAEC, quitosano
nanoestructurado y aceite esencial de canela, NQTCA, quitosano nanoestructurado y trans-
cinamaldehido. Ty, valor de referencia para la tasa de respiracion de los pepinos a una
temperatura de 25 °C. Se muestra la media de seis mediciones. Las barras indican la
desviacion estandar.

Todo esto ocurre porque ya los frutos no se encuentran unidos a la planta madre, por lo
tanto, usan sus reservas para generar energia y mantener sus procesos fisiolégicos (Lépez
y col 2000). Al existir una menor tasa de respiracion, el fruto sufre un proceso de deterioro
menor o a una velocidad mas reducida. Los recubrimientos comestibles a base de
guitosano muestran reducir la tasa de respiracion y conservar la calidad en condiciones de

almacenamiento.
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5.3.3.3. Produccioén de Etileno.

Se evaluo la produccion de etileno de los frutos de pepino en cada uno de los tratamientos
bajo condiciones de almacenamiento. El pepino es considerado un fruto que no emite
grandes cantidades de etileno (0.1 — 1.0 pl kgt h't a 20 °C), ya que es un fruto no climatérico.
Sin embargo, es un fruto sensible a la presencia de etileno ambiental (1-5 ppm), acelerando
el amarillamiento y haciéndolos méas susceptibles a las pudriciones durante el
almacenamiento (Suslow y Cantwell 2013). Se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos y el control (P = 0.0055). Todos los tratamientos presentaron menores

valores de emision de etileno durante todo el almacenamiento.

Cuando se coloco el recubrimiento a los frutos (Figura 14), se medié la produccion de
etileno, y se obtuvieron los siguientes valores: en el control (411.61 pl kg?* h?) y los
tratamientos con Q (44.98 ul kg* h?'), NQAEC (15.89 pl kg?! h?), emitian el gas. La
concentracion encontrada para el resto de los tratamientos fue menor de 2 ul. Al cuarto dia
de almacenamiento en condiciones controladas, la produccién de etileno en el control
disminuyo a el 50.18 % y al dia ocho alcanz6 16.23 %. Posteriormente, al dia 12 de
almacenamiento la produccion de etileno se elevd cuatro veces con respecto al dia uno del

almacenamiento.

De forma similar ocurrié con los tratamientos de Q y QAEC a medida que el tiempo de
almacenamiento era mayor, la produccion de etileno en ambos tratamientos disminuyo,
hasta llegar a 1 pl kg™ h'* a los 16 dias de almacenamiento. En el tratamiento con NQTCA
se observd una produccion de 2.61 pl kg? h y al cuarto dia de almacenamiento esta se
incremento cinco veces en comparacion al dia uno. En el dia ocho la emisién del gas fue

cero, para luego incrementarse dos veces con respecto al inicio del ensayo. En el resto de

88



los tratamientos no se observé esta tendencia, la produccion de etileno fue muy baja y en

algunos casos no hubo emisién.
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Figura 14. Produccion de etileno de frutos de pepino en condiciones de
almacenamiento a 12°C por 16 dias, tratados con recubrimientos de quitosano y
guitosano nanoestructurado. Duncan a = 0.05, Tratamiento F = 3.39; gl = 6; P = 0.0055;
Tiempo F = 1.40; gl = 4; P = 0.2448; Tratamiento x Tiempo F = 1.40; gl = 6, 24; P = 0.1412.
Recubrimiento: Q, quitosano; QAEC, quitosano y aceite esencial de canela;, QTCA,
quitosano y trans-cinamaldehido; NQ, quitosano nanoestructurado; NQAEC, quitosano
nanoestructurado y aceite esencial de canela, NQTCA, quitosano nanoestructurado y trans-
cinamaldehido. Se muestra la media de seis mediciones.

Todos los frutos en el dia 16 de almacenamiento, no produjeron etileno. También es
importante mencionar que los recubrimientos no estimularon la produccion de este. Lo que
confirma que los frutos de pepino no producen grandes cantidades de etileno, a menos que
se encuentren bajo condiciones de estrés o estén infectados con hongos, ya que estos
microorganismos estimulan la producciéon de este gas y asi, acelerar los procesos de

deterioro de los frutos.
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5.3.4. Contenido de Clorofilas

Se evalué el contenido de clorofilas totales, ya que es la sustancia responsable del color
verde de los frutos, el cual es uno de los indices de calidad més importante en el cultivo

junto con la forma y la firmeza (Suslow y Cantwell 2012, Barraza-Alvarez 2015).

Al inicio del experimento el contenido de clorofilas totales en los frutos en cada uno de los
tratamientos fue diferente (P < 0.001), obteniendo mayores valores en los tratamientos con
NQ y NQTCA, seguido de los tratamientos de QAEC, QTCA y NQAEC. Los valores mas

bajos se encontraron en el control y el tratamiento con Q.

A los cuatro dias de almacenamiento (Figura 15), el contenido de clorofilas disminuy6 en
todos los tratamientos, encontrandose valores mas bajos en el tratamiento con Q. En los
dias sucesivos, los frutos que se encontraban con el tratamiento de Q mantuvieron la
concentracion de clorofilas totales entre 7-10 mg/L. También podemos observar en la
grafica, que existe una disminucién en el contenido de clorofilas totales mucho més lenta
en los tratamientos con nanoparticulas en comparacién con los tratamientos que so6lo

contenian quitosano.

Las clorofilas son las moléculas que catalizan la fotosintesis y son conocidas
universalmente como el pigmento verde de todos los tejidos fotosintéticos de las plantas y
se ubican dentro de los cloroplastos en grandes cantidades (Harbone 1984). En el proceso
de maduracion, esta relacionado la concentracion de etileno, el cambio en la coloracion y
la degradacién de las clorofilas. Los frutos al producir una mayor cantidad de etileno, el
amarillamiento es mayor y la sintesis de xantofilas se incrementa. La degradacion de

clorofilas puede estar dada por tres factores que incluyen cambios en el pH, sistemas
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oxidativos y la actividad de las clorofilasas y estos procesos son acelerados por la

respiracién y la maduracién (Hamzah y col 2013).
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Figura 15. contenido de clorofilas en frutos de pepino en condiciones de
almacenamiento a 12°C por 16 dias, tratados con recubrimientos de quitosano y
quitosano nanoestructurado. Fisher a = 0.05, Tratamiento F = 28.27; gl = 6; P = 0.0001;
Tiempo F = 60.85; gl = 4; P = 0.001; Tratamiento x Tiempo F = 10.08; gl = 24; P = 0.0001.
Recubrimiento: Q, quitosano; QAEC, quitosano y aceite esencial de canela; QTCA,
quitosano y trans-cinamaldehido; NQ, quitosano nanoestructurado; NQAEC, quitosano
nanoestructurado y aceite esencial de canela, NQTCA, quitosano nanoestructurado y trans-
cinamaldehido. Letras diferentes significan diferencias estadisticas significativas. Se
muestra la media de seis mediciones. Las barras indican la desviacion estandar.

En los resultados obtenidos en este estudio, aunque no se encontraron diferencias en la
tasa respiratoria de los frutos de pepino en los recubrimientos evaluados, vemos que
aquellos que se encontraban recubiertos con NQ y NQTCA, mostraron mayores contenidos

de clorofilas totales al final del almacenamiento, resultados que coinciden con los de
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Mohammadi y col (2016), donde también se encontrd una reduccion de la tasa respiratoria
en los frutos que se encontraban recubiertos con nanoparticulas y por lo tanto un retraso
en la degradacion de clorofilas.

5.3.5. Carga Microbiolégica

La evaluacion del componente microbiologico se realizdé con la finalidad de conocer la
cantidad de bacterias aerdfilas, hongos y levaduras presentes en los frutos y evaluar su
comportamiento frente a los recubrimientos empleados. En la Figura 16 y 17, se muestra el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC) por cada uno de los tratamientos en
dos medios de cultivos especializados para cada tipo de microorganismo.

El crecimiento de hongos y levaduras fue inhibido efectivamente con los recubrimientos
aplicados con excepcion del tratamiento de QTCA a los 16 dias de almacenamiento. Los
frutos con recubrimiento tuvieron menores cuentas microbianas (P = 0.0004) en
comparacion con el control. En el dia cero del almacenamiento no se observé crecimiento
de hongos ni levaduras y luego de cuatro dias de almacenamiento se observa un
incremento del nimero de colonias en el tratamiento con NQTCA de 3350 UFC (P = 0.039),
pero al final del almacenamiento, no se registrd el crecimiento de estos microorganismos.
En los tratamientos de control, QAEC, QTCA y NQAEC hubo crecimiento microbiano cerca
del 50 % observado en el tratamiento con NQTCA, siendo el mas elevado para el
tratamiento con NQAEC con 1693 UFC. Por el contrario, en los tratamientos con Q y NQ
no hubo crecimiento o el crecimiento fue minimo (promedio de 40 UFC en ambos

tratamientos), en comparacion con los tratamientos con AEC, TCA y nanoparticulas.
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Figura 16. Carga Microbiol6gica de los frutos de pepino tratados con los
recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado, a los 0, 4 y 16 dias de
almacenamiento a 12 °C. Se muestran el promedio de UFC de hongos y levaduras en
medio de cultivo papa-dextrosa (PDA). Tratamiento F = 3.24; p = 0.039; gl = 6; medio F =
12.82; P = 0.0004; gl = 1 Tratamiento x medio F = 1.30; P = 0.2569; gl = 6, 42. Letras
diferentes muestran las diferencias entre los tratamientos en el tiempo. Se muestra la media
de seis mediciones.

Para el caso de las bacterias aerdfilas, se observo un comportamiento similar al observado
con los hongos. En el dia cero de almacenamiento, no se observé crecimiento de bacterias
en ninguno de los tratamientos evaluados (Figura 17). Pero al cuarto dia del
almacenamiento se observd un incremento en el conteo de UFC en el tratamiento con
QTCA (860 UFC, P = 0.039). También, hubo crecimiento en el tratamiento con Q y QAEC,
pero estos se consideraron bajos en comparacién con lo antes expresado. El resto de los
tratamientos no mostraron crecimiento microbiano en este tiempo de almacenamiento. Para
este mismo tiempo, no se observé crecimiento bacteria no en el control, NQ, NQAEC y
NQTCA.

A los dieciséis dias de almacenamiento, al contrario de lo observado en el dia 4 el

tratamiento que mayor cantidad de bacterias mostro fue el control y NQTCA (610 UFC y
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435 UFC, respectivamente). No se observé crecimiento bacteriano en los tratamientos con

QAEC y NQAEC.
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Figura 17. Carga Microbiolégica de los frutos de pepino tratados con los
recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado, a los 0, 4 y 16 dias de
almacenamiento a 12 °C. Se muestran el promedio de UFC de bacterias en medio de
cultivo soya-tricaseina (STC). Tratamiento F = 3.24; P = 0.039; gl = 6; medio F = 12.82; P
= 0.0004; gl = 1 Tratamiento x medio F = 1.30; P = 0.2569; gl = 6, 42. Letras diferentes
muestran las diferencias entre los tratamientos en el tiempo. Se muestra la media de seis
mediciones. Las barras indican la desviacion estandar.

En ambos casos, tanto para las bacterias como los hongos, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas en el tiempo de almacenamiento (P = 0.2569). Esto quizas pudo
estar debido a que los ensayos fueron disefiados para realizar muestreos destructivos para
cada tiempo de almacenamiento, por lo que se presume que el nimero de microorganismos

presentes en cada fruto es diferente, por lo que no se pudieron establecer diferencias
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exactas en cuando al desarrollo de estos a lo largo del tiempo. Cada uno presentd un
comportamiento.

En el estudio realizado por Mohammadi y col (2015), evaluaron el efecto de recubrimientos
con nanoparticulas de quitosano encapsulando aceite esencial y encontraron que este
recubrimiento disminuyo las cuentas microbiolégicas y calidad fisicoquimica de los pepinos.
Los frutos recubiertos tenian un color mas intenso, eran mas firmes, mantuvieron el
contenido de agua y mostraron recuentos microbianos mas bajos (P < 0.05) durante el
almacenamiento. De acuerdo con estos resultados los recubrimientos nanoestructurados
de quitosano encapsulando aceite esencial de canela pueden ser un método efectivo para
extender la vida Gtil del pepino. Los resultados encontrados en este estudio resultaron ser
mejores a los encontrados en la literatura, ya que se disminuyen las cuentas microbianas
sin afectar la calidad comercial de los frutos de pepino. Ya que, la tasa de respiracién se
puede ver alterada por las malas condiciones de almacenamiento, por la temperatura
inadecuada, por la presencia de etileno ambiental o por una infeccion fungica. Este Gltimo
factor, se vio reducido en este experimento, ya que el componente microbiolégico fue bajo,
a excepcion del tratamiento con QTCA y NQTCA. También la presencia de hongos puede
estimular, la produccién de etileno ya que el hongo degrada el tejido y crea una condicion

de estrés (Figura 14), para los tratamientos de QTCA y NQTCA.

5.3.6. Pruebas de Aceptabilidad

Para la evaluacion de la aceptabilidad de las caracteristicas principales en la calidad de los
pepinos, se aplicé una prueba sensorial analitica discriminativa del tipo Escalar del control.
Las pruebas discriminativas consisten en comparar dos 0 mas muestras de un producto

alimenticio (Hernandez 2005). En este estudio se aplico este tipo de prueba con la finalidad
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de ver cual era la respuesta de los comensales ante los frutos de pepino con cada uno de

los recubrimientos empleados.
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Figura 18. Resultados de las pruebas de Aceptabilidad realizada a los frutos de
pepino tratados con los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado,
luego de 16 dias de almacenamiento a 12 °C. Aceptacion por parte de 70 jueces. A) color
de los frutos F = 1.12; p = 0.3610; gl = 6; Tukey a = 0.05; gl = 63. B) Aroma de los frutos
F=0.96; P <0.4416; gl =6; Tukey a = 0.05 gl = 63. Escala:1 = me disgusta extremadamente;
9 = me gusta extremadamente. Letras diferentes muestran diferencias significativas entre
los tratamientos (Tukey a = 0.05.). C) Apariencia de los frutos. F = 1.45; P = 0.2100; gl =
Tukey a = 0.05; gl = 63; error = 3.8254; EE = 0.62. Escala:1 = me disgusta extremadamente;
9 = me gusta extremadamente Letras diferentes muestran diferencias significativas entre
los tratamientos (Tukey a = 0.05) y D) Resultados de la encuesta.

Cada persona fue escogida al azar dentro de la poblacion del Ceprobi para que evaluaran
el aroma y el color (Figura 18A y 18B). Para la mayoria de los jueces no hubo diferencias
entre los frutos de pepino recubiertos con quitosano o nanoparticulas (P = 0.3610). Sin

embargo, al evaluar el aroma, el tratamiento con QAEC obtuvo una mayor cantidad de
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respuestas (“ni me gusta; ni me disgusta”), ya que tenian un olor dulce, caracteristico del
AEC. Los que mayor aceptacion tuvieron en cuanto a el aroma, fueron el control, QTCA,
NQ, NQTCA, (“Me gusta poco”). Quizas estos valores estuvieron debidos, a que los jueces
indicaban no estar familiarizados con el olor natural de un fruto de pepino, sin que este se

cortara (comunicacion verbal).

En cuanto al color, se encontré que hubo una mayor aceptacion por parte de los jueces, ya
gque para esta variable encontramos una calificacibn mucho mayor. Siendo el tratamiento
con QTCA el que mostré una mayor aceptacion (“Me gusta moderadamente”), seguido de
los tratamientos QAEC, NQ, NQTCA y control. Como se explicd en los resultados de la
apariencia, los frutos mostraron un color mucho méas verde en los tratamientos con
nanoparticulas y el contenido de clorofilas en estos, fue mas alto en el dia 16 de
almacenamiento. Los frutos que menos aceptacion tuvieron fueron aquellos que se

encontraban recubiertos con NQAEC (“ni me gusta; ni me disgusta”).

En cuanto a la apariencia en general, los frutos que mejor apariencia tenian eran aquellos
que se encontraban recubiertos con QTCA (“me gusta moderadamente”), ya que estos
frutos se mantenian con un color verde intenso, firmes al tacto y sin olores dulces ni
desagradables (respuestas de las encuestas). Para los jueces, los frutos que peor
apariencia mostraban eran los del tratamiento Q, NQ y NQAEC (“‘ni me gusta; ni me
disgusta”). Y los que tuvieron una aceptacion moderada, fueron aquellos que se

encontraban en los tratamientos de QAEC, NQTCA y control (“Me gusta poco”).

Como vemos la apreciacion (Figura 18C), de las personas para cada uno de los frutos con
los diferentes recubrimientos, varia cuando se analizan por separado, pero en un analisis
global, no encontraron diferencias en los frutos con recubrimiento de quitosano o

nanoparticulas, con respecto a un fruto que no tuviera ningun tipo de recubrimiento como
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el control. Desde mi punto de vista esto es un resultado positivo, ya que los recubrimientos
agui empleados, pueden ser usados sin que estos modifiquen la apariencia de los frutos de
pepino y en algunos casos (Q, NQ y NQTCA), sin que varie su calidad comercial durante
un tiempo prolongado de almacenamiento en condiciones controladas (12 °C = 2) y su

posterior exposicion a la temperatura ambiente (28 °C + 2 °C).

Ademas de considerar la opinidon de los jueces, se les pidid que respondieran una pregunta
en particular: ¢ estaria usted dispuesto a comprar este producto? ¢ por qué? El resultado a
esta encuesta se muestra en la Figura 18D. Donde la mayoria de las personas comprarian
los pepinos con los diferentes recubrimientos, y casi la mitad de las personas no adquiririan

los frutos por diversas razones.

Haciendo un resumen de todos los efectos que tuvieron lugar y que tenian alguna relacion
entre si de los fenébmenos que se observaron en estos ensayos se vio que, al tener una
mayor tasa de respiracion, habra una mayor degradacién de carbohidratos estructurales
por lo que se genera un cambio en la composicién quimica en el interior del fruto,
aumentando la cantidad de azucares disponibles y pérdida en la firmeza. Como se mostro
en estos resultados el uso de los recubrimientos de quitosano y quitosano
nanoestructurado, mostraron la capacidad de reducir estos efectos bajo condiciones de
almacenamiento y en los tratamientos de Q, NQ y NQTCA, mantuvieron la apariencia y la

calidad comercial de los frutos a temperatura ambiente.

Durante el proceso de maduracion se pueden relacionar la produccion de etileno, la
degradacion de clorofilas y el cambio de color. Como ya se dijo anteriormente, los frutos de
pepino son susceptibles a la presencia de bajas concentraciones de etileno en el ambiente.

Esto se logré observar en el control, donde la cantidad producida de etileno fue mucho
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mayor a la que producen bajo condiciones normales de almacenamiento ademas, fueron

los frutos que mostraron un mayor cambio de color al final del almacenamiento

5.4. Aislamiento de hongos fitopatégenos postcosecha de pepino.

Se obtuvo el aislamiento de 133 hongos, se diferenciaron en 10 grupos morfologicos segun
las caracteristicas culturales de cada colonia. El grupo morfolégico uno (GM1, Figura 19A),
constituido por 9 aislamientos, presentaron colonias planas con margen entero, de color
olivaceos a gris olivaceo cubiertos de micelio aéreo muy blanquecino, avellanado inverso,
con sectores gris palido olivaceo a gris olivaceo y masas de conidios no visibles (Cuadro
5). El grupo morfolégico dos (GM2), con 17 aislados, la mayoria de sus colonias fueron de
color pardo aceituna a negro parduzco, chatas y algodonosas, esporulacion moderada

mostrando el micelio gris (Figura 19B).

El grupo morfolégico tres (GM3), con 24 aislados, presenté colonias de color blanco a
violeta claro con micelio aéreo lanoso de color blanco y borde entero, mostrando gran
parecido con las colonias de Fusarium oxysporum (Figura 19C). El grupo morfoldgico cuatro
(GM4), con 5 aislados, mostraron colonias de textura algodonosa de color amarillo oscuro,
con zonacién difusa desde el centro de la colonia al borde. Abundante micelio aéreo de
color amarillo a crema y envés de color pardo. Estas colonias maostraron similitud con las

de Fusarium solani (Figura 19D).

Las colonias del grupo morfolégico cinco (GM5), con 5 aislados, fueron colonias con micelio
aéreo lanoso de color rosado muy claro y en el centro rosado mas oscuro y abundantes
gutulas hialinas (Figura 19E). El envés era de color blanco. En el grupo morfologico seis

(GM6), con 6 aislados, las colonias presentaron abundante micelio aéreo de color amarillo
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oscuro y envés de color marrén claro. El micelio presentaba una textura lanosa-algodonosa

(Figura 19F).

Figura 19. Fotografias de los grupos Morfolégicos encontrados en el aislamiento de
hongos de pepino postcosechay lafrecuencia de aparicion A) GM1, Colletotrichum; B)
GM2, Alternaria; C) GM3, Fusarium oxysporum; D) GM4, Fusarium solani; E) GM5,
Fusarium; F) GM6, Fusarium; G) GM7, Penicillium; H) GM8, Aspergillus; 1) GM9, Pythium.

El grupo morfolégico siete (GM7), con 11 aislados (Figura 19G), presentaron la mayor
diversidad morfoldgica y de colores que iban del verde-grisaceo hasta el verde limén. Todos
los aislado reunian las caracteristicas culturales del género Penicillium, colonias ralas, sin

micelio aéreo a colonias con aspecto algodonoso y de textura polvorienta. Algunas
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presentaban bordes irregulares o circulares enteros de color blanco. Algunos tifieron el

medio de cultivo.

El grupo morfolégico ocho (GM8), con 4 aislados, mostraron colonias de color negro, micelio
blanco apenas visible, reverso incoloro y de textura granular a flocosa. Otras colonias de
color olivdceo y ocasionalmente verde oscuras, micelio blanco, apenas visible, reverso
generalmente incoloro y a veces amarillo palido. Colonia flocosa, especialmente en la zona

central (Figura 19H).

El grupo morfoldgico nueve (GM9), con 3 aislados, presentaron colonias de color blanco
con abundante micelio aéreo con textura lanosa. Luego de 7 dias de crecimiento el aislado
tifid el medio de color amarillo, se formaron zonaciones con un micelio mucho mas denso

en el centro de la colonia y hundido hacia los bordes (Figura 19I).

El grupo morfolégico diez (GM10), con 39 aislados, estuvo constituido por colonias de
diferentes macromorfologias y con frecuencias muy bajas, lo que no permitié agruparlos
segun sus caracteristicas. Estos fueron considerados sapréfitos y no se incluyeron dentro
del presente estudio. En el cuadro 8 se muestran las frecuencias de aparicion para cada
grupo morfoloégico encontrado. Los grupos con mayor frecuencia de aparicion fueron el

GM2, GM3 y GM7. Seguidos de los grupos GM1, GM4, GM5, GM6, GM8 y GM9.
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Cuadro 5: Grupos Morfoldgicos encontrados en el aislamiento de hongos de pepino
postcosechay la frecuencia de aparicion fa=N/Nt.

Grupo Génerof Frecuencia de Numero de
Morfolégico Aparicion Aislados

GM1 Colletotrichum 0,0676 9
GM2 Alternaria 0,1278 17
GM3 Fusarium 0,1804 24
GM4 Fusarium 0,0375 5
GM5 Fusarium 0,0375 5
GM6 Fusarium 0,0451 6
GM7 Penicillium 0,0827 11
GM8 Aspergillus 0,0300 4
GM9 Pythium 0,0225 3
GM10 Saprofitos - 39

£: se determind el género mediante el uso de la clave taxon6mica de Barner y Hunter,
lllustrated Genera of Imperfect Fungi, 1998.

En un estudio realizado en Pakistan, Fatima y col (2009), reportaron la prevalencia de
hongos fitopatdégenos postcosecha en frutas y vegetales. Lograron identificar 14 especies
de hongos en 25 especies de frutas y vegetales. En frutos de pepino reportaron a las
especies Fusarium solani, Cladosporium cladosporoides y Geotrichum candidum, siendo
este Ultimo el que present6 una mayor incidencia. En 2011, Meyhar y col., realizaron el
aislamiento de los mohos predominantes en manzanas, pepinos y tomates frescos
almacenados en bolsas plasticas a 4 °C. Encontraron siete especies de hongos Penicilium
expansum, Cladosporium herbarum y Aspergillus niger en manzanas, Penicillium oxalicum
y Cladosporium cucumerum en pepino y P. expansum y Cladosporium fulvum en tomate.
Concluyen que los hongos del género Penicillium fueron los més abundantes en los tres

frutos, siendo P. oxalicum el mas abundante en pepino.

Nufez-Rios y col (2012), realizaron un estudio de aislamiento e identificacion de hongos
fitopatégenos en el cultivo de pepino para determinar el agente responsable de la necrosis

de las flores y la pudricién de los frutos en el Estado de Morelos. Reportaron una incidencia
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de la enfermedad entre el 40 y 50 % de los cultivos, logrando aislar 200 hongos a partir del
sintoma de tizén, y el 88 % de éstos estaba representado por 74 % Botritys, 10 % Alternaria
y 2 % Aspergillus. De los frutos con sintomas de pudricion lograron aislar 100 hongos
representados por los géneros Botritys (74 %), Aspergillus (15 %), Fusarium (6 %) y
Cladosporium (5 %). Estos resultados son consistentes con los encontrados en este
estudio, ya que de los frutos de pepino se logro el aislamiento de hongos del género
Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Lo que indica que la inoculacion de estos hongos se da
durante su desarrollo en campo causando pérdidas econémicas durante la cosecha y
aquellos frutos que llegan al almacenamiento para su distribucién se ven severamente

afectados por las pudriciones causadas por estos hongos en postcosecha.

Todos estos trabajos nos muestran que existe una diversidad de especies de hongos que
son responsables del deterioro en postcosecha de los frutos y vegetales, sin embargo, cada
cultivo tiene ciertas especies asociadas y otros resultan ser mas cosmopolitas, como las
del género Penicillium, Fusarium y Aspergillus, reportados como causantes de pudriciones
en postcosecha El deterioro microbiano, es causado especialmente por microorganismos
que crecen sobre la superficie de los frutos y vegetales frescos, siendo esto la primera

causa de la disminucion de su vida util (Jay y col 2005).
5.4.1. Pruebas de Patogenicidad

De los nueve aislados inoculados, solo cuatro causaron sintomas severos de infeccion y
los otros cinco aislados no causaron sintomas en los frutos. De estos resultados se creé

una escala de severidad (Figura 20), para los hongos postcosecha de frutos de pepino.
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Figura 20. Escala de Severidad. 1) Sin cambios de color, textura ni crecimiento miceliar;
2) Crecimiento miceliar sin causar cambios en el color y la textura; 3) Crecimiento miceliar
con cambios en el color del fruto de verde a verde amarillento, pérdida del 10-20% de la
firmeza; 4) Crecimiento miceliar, ablandamiento del tejido, cambios de color en 1/3 del
tamafio del fruto, perdida de la firmeza entre 30-50%; 5) Crecimiento sobre el tejido,
amarillamiento en mas de 2/3 del tamafio del fruto, pérdida de la firmeza entre 50-70%,
oscurecimiento en el sitio de inoculacion.

El aislado No. 53GM4, a las 24 horas de inoculado ya mostraba crecimiento sobre la
superficie del fruto. Una vez transcurridas 72 horas en todos los discos inoculados, habia
crecimiento miceliar de 3mm sobre la superficie del fruto, formandose un pequefio halo
amarillo en el punto de inoculacion. Ya a las 120 horas mas del 50% habia perdido el color
verde intenso y se torndé amarillo, en el sitio de inoculacion se observé hundimiento del
tejido, ablandamiento y abundante esporulacion (Figuras 21A). Se obtuvo una incidencia
de 91.66%. Este hongo fue el mas severo de todos los aislados inoculados alcanzando un

valor de cinco en la escala.

El aislado No. 3GM1, a las 72 horas ya se observé crecimiento micelar sobre el tejido de
5mm y las 120 horas ya habia colonizado el tejido causando ablandamientos,
ennegrecimiento alrededor de la zona de crecimiento. Por lo que se le asigno un valor de

la escala tres. Su incidencia fue del 100 % a las 192 horas de inoculado (Figura 21B).
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El aislado No. 80GM8, mostré sintomas de infeccion a las 144 horas alcanzando una
incidencia de 49.95 % causando clorosis alrededor del sitio de inoculacién y produccion de
abundantes esporas (Figura 21C). A las 192 horas después de la inoculacion el hongo
alcanzé una severidad de 74.99% y se hicieron mas visibles los sintomas amarillamiento
del fruto, un halo clorético alrededor del sitio de inoculacion y abundante produccién de

esporas.

El aislado No. 38GM3, no mostré sintomas de infeccidon hasta las 72 horas de inoculado
causando ablandamiento y con abundante esporulacién, alcanzando el 70% de incidencia.
Una vez transcurridas las 192 horas, todos los sitios de inoculacion mostraban dafios sobre
el tejido de fruto, ablandamientos, oscurecimiento y amarillamiento en el 50% de la
superficie de los frutos. Segun la escala de severidad se obtuvo un valor para éste aislado

de cuatro (Figura 21D).

\ - —
Figura 21. Severidad de los aislados de pepino. A) No. 53GM4, Fusarium a las 120 horas
de inoculacion; B) No. 3GM1, Colletotrichum; .C) No. 80GMS8; Aspergillus D) No. 38GM4
Fusarium.
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Estos resultados muestran que los aislados No. 3GM1, No. 38GM3, No. 53GM4 y No.
80GM8 fueron los que causaron mayor dafio a las 192 horas de inoculados sobre pepinos
sanos, y tuvieron los mayores porcentajes de incidencia, mas no una frecuencia de
aparicion alta. La escala de severidad refleja que No. 53GM4 fue el hongo que causé mayor

dafo en los frutos de pepino.
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Figura 22. Incidencia de un aislado de cada grupos Morfolégicos encontrados en el
aislamiento de hongos de pepino postcosecha. No. 3GM1, Colletotrichum; No. 13GM2,
Alternaria; No. 38GM3, Fusarium; No. 53GM4, Fusarium; GM7, No. 71 y 72 Penicillium;
GM8, No. 78, 80 y 81 Aspergillus. Hongo: F= 60.56; p< 0.001; gl=11 Tiempo: F=44.05; p
< 0.0001; gl= 3 tiempo x hongo: F=8.37; p< 0.001; gl= 33, 142. Se muestra la media de tres
mediciones.
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Figura 23. Fotografias de los resultados de las pruebas de patogenicidad con los
hongos de pepino postcosecha. A) GM1, Colletotrichum (aislado 3); B) GM3, Fusarium
(aislado 38) C) GM4, Fusarium (aislado 53); D) Aspergillus (aislado 80); E) Control negativo,
discos de PDA.
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Figura 24. Severidad grupos morfolégicos encontrados en el aislamiento de hongos
de pepino postcosecha. No. 3GM1, Colletotrichum; No. 13GM2, Alternaria; No. 38GM3,
Fusarium; No. 53GM4, Fusarium; GM7, No. 71 y 72 Penicillium; GM8, No. 78, 80 y 81

Aspergillus Severidad hongo: F=7.74; p< 0.0001; gl= 1. Se muestra la media de tres
mediciones.
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En un estudio publicado por Jarvis y col (1991), realizaron pruebas de patogenicidad sobre
frutos maduros de tres cultivares de pepino con tres aislados del género Penicillium
encontrando que, las tres variedades desarrollaron sintomas de infeccién en las heridas
hechas sobre los frutos y los frutos que no fueron heridos no desarrollaron sintomas. Estos
resultados son semejantes a los encontrados en este estudio donde los aislados de
Penicillium no causaron sintomas tan severos sobre los frutos de pepino, ya que estos
hongos infectan el tejido vegetal mediante heridas o dafios mecénico y la inoculacion se
realizé mediante una pequefia puncién de la superficie del tejido y con discos de micelio,

retardando asi, el proceso de infeccién.

5.4.2. Caracterizacion morfologica e identificacién molecular de los aislados

Los hongos seleccionados fueron identificados morfolégicamente como Fusarium solani
(aislado No. 53GM4), Fusarium oxysporum (aislado No. 38GM3), y Aspergillus niger
(aislado No. 80GM8). No todos produjeron estructuras reproductivas en los medios de
cultivos evaluados: los aislados No0.3GM1 (Colletotrichum), No.13GM2 (Alternaria),
No.73GM7 (Penicillium). A pesar de ello, se logré la identificacion molecular. Fusarium

solani (Figura 25A-H). Las caracteristicas micromorfoldgicas se describen en el cuadro 8.
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Cuadro 6: Caracteristicas morfologicas y del cultivo del aislado Fusarium solani aislado de

pepinos en postcosecha.

Tasa de crecimiento
PDA 28°C
Czpaek 28°C
Extracto de Malta 28°C
Color
micelio
envés

Aspecto de micelio
textura
enveés
Macroconidios
Esporodoquios
Forma

Célula apical

Célula basal

Abundancia

Numero de septos
Microconidios
Forma

Septos
Presencia en el micelio aéreo
Célula conodiogena

Clamidosporas
PDA

Czapek
Extracto de malta

Fusarium solani

Referencia
literatura

5.21mm dia?
7.38mm dia?
7.55mm dia?

Crema
Centro marroén,
borde amarillo

Algodonosa
zonado

ausentes
Largos, ligeramente
curveados
papilada

pie

abundantes
3
Cadenas, ovales
Sin septos
pocos
monofialides
ausentes

ausentes
ausentes

Blanco a crema

Violeta a marrones

Escaso

Abundantes
Anchos, rectos

Romay
redondeada
Marcadamente en
forma de pie, o
redondeada
Abundantes en
esporodoquios
5-7

Oval, elipspide,
reniforme o
fusiforme
0-1
En falsas cabezas
Monofialides
alargadas

Abundantes a las 2
semanas

Referencia: The Fusarium Laboratory Manual

Leslie, J F, Summerell B A, Bullock S. 2006
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Figura 25. Caracteristicas macro y micromorfolégicas de Fusarium solani. A)
Esporodoquios; B, C, D y F) macroconidios en monofiélides; E) Microconidios y micelio; G-
H) Colonias circulares de color amarillo en el centro y crema hacia los extremos, aspecto
algodonoso-umbulado (medio AEM).

En la colonia de Fusarium oxysporum no se observd la presencia de exudados ni
esporodoquios (Figura 26D y E). La caracterizacion del hongo se hizo en medio Czapek
(Cuadro 7). Las clamidosoras son abundantes en agar hoja de clavel (CLA). Este hongo
ha sido reportado como uno de los mas importantes en el cultivo de pepino, en el cual se

han encontrado dos formas especiales: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum J. H.
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Owen, responsable de la marchitez y Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinium D.

J. Vakalounakis causante de la pudricion de la raiz y el tallo (Vakalounakis y col 2004)

Cuadro 7: Caracteristicas morfolégicas y del cultivo del aislado Fusarium oxysporum
aislado de pepinos en postcosecha.

Tasa de crecimiento
PDA 28°C
Czpaek 28°C
Extracto de Malta 28°C
Color
micelio

envés

Aspecto del micelio
textura
Macroconidios
Esporodoquios

Forma
Célula apical
Célula basal

Abundancia
Numero de septos
Microconidios

Forma

Septos
Presencia en el micelio
aéreo

Célula conodiogena

Clamidosporas
PDA
Czapek
Extracto de malta

Fusarium oxysporum

Referencia literatura

7.72 mm dia?
7.44 mm dia?
8 mm dia?
Blanco-violeta claro

Amarillo-violeta

Escaso/algodonoso

Ausentes

ausentes

Truncados
0
En falsas cabezas
Corta en momofialides

largas

Ausentes
Ausentes
Ausentes

8.38 mm dia?

Blanco a violeta claro
Violeta claro a oscuro
hasta magenta

flocosa

Naranjas y abundantes
Rectos, delgados y
paredes delgadas
Conica y curveada
En forma de pie 0

punteaguda
escasos
3

Ovales, elipticos o forma
de rifién
0

En falsas cabezas

Cortas en monofialides

Referencia: The Fusarium Laboratory Manual

Leslie, J F, Summerell B A, Bullock S. 2006
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Figura 26. Caracteristicas macro y micromorfolégicas de Fusarium oxysporum. A)
microconidioos; B) monofialides y microconidios; C) polifialide, células conidiogénicas D)
Colonias circulares algodonosas de color blanco y centro violeta claro, envés de color
amarillo y centro violeta (Medio Cz).
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Cuadro 8: Caracteristicas morfoldgicas y del cultivo del aislado Aspergillus niger aislado de

pepinos en postcosecha.

Tasa de crecimiento

PDA 28°C
Czpaek 28°C
Extracto de Malta 28°C
Micelio
color
aspecto
envés
Estipe
longitud
color
Vesicula
anchura
forma
Métulas
tamafio
Fialides
longitud
Conidios
tamafio

Aspergillus niger Referencia
perg 9 literatura
5.58 mm dia?
5.38 mm dia?
5.64 mm dia? 50-70 mm dia*
negro negro
granuloso-flocoso granuloso
Incoloro blanco
400-3000 pm
Hialinos/lisos de color
verde olivo
- 30-75 um
esférica esférica
- 12-20 pm
- 7-10 X 3 X 6 um
- 3.5-4.5 pm

Figura 27. Caracteristicas macro y micromorfolégicas de Aspergillus niger. A)
Conidioforo 20X; B) Fialides y conidios; C) conidi6éforo 40X, D) Conidios y F) Colonias
circular de color negro de aspecto granular-flocosa, envés de color blanco (medio Cz).
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Cuadro 9: Caracteristicas morfolégicas del aislado Alternaria alternata aislado de pepinos

en postcosecha.

Tasa de crecimiento
Czpaek 27°C
Extracto de Malta 28°C
Color

micelio
envés
Aspecto de micelio
textura
Conidios
Forma
color

Alternaria alternata

Referencia literatura

Verde olivaceo
Negro, borde claro

Algodonosa

De botella septada
marrén

56-63 mm dia*
40-45 mm dia?

Verde grisdceo
Negro parduzco

Algodonosa/plana

dictosporas
pardos

Figura 28. Cultivo de Alternaria alternata en medio de cultivo papa-dextrosa.
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La especie Penicillium oxalicum fue reportada por primera vez en pepino postcosecha por

Javis y Barrie (1988), causando pudriciones en tallo y pudriciones en frutos almacenados,

posteriormente Jarvis y col (1991), hacen un segundo reporte de esta especie como el

potencial responsable de las pudriciones en tomate durante el almacenamiento. Los hongos

del género Penicillium producen toxinas que son almacenadas en los tejidos de los frutos

P. oxalicum produce en los medios de cultivo cristales de oxalato de calcio entre otras.

Cuadro 10: Caracteristicas morfolégicas del aislado Penicillium oxalicum aislado de

pepinos en postcosecha.

Tasa de crecimiento
Czpaek 22-24 °C

Color
micelio
envés
Aspecto de colonia
textura

Penicillium
oxalicum

Referencia literatura

Blanco en el borde
verde grisaceo
blanco

Aterciopelada

5 cm/semana
Borde blanco y azul verdoso
centro de la colonia
amarillo

Planas aterciopeladas

Figura 29. Cultivo de Penicillium oxalicum en medio de cultivo papa-dextrosa.

115



Se logré la identificacion de los aislados de hongos de frutos de pepino en postcosecha.
Como ya se explicé se tomd un aislado de cada grupo morfolégico, se realizaron las
pruebas de patogenicidad y sélo aquellos aislados que causaron sintomas de infeccion
fungica, fueron identificados. En el cuadro 11, se muestra los resultados de la secuenciacion

de los ITS enviados por el Laboratorio BioPath, México.

Cuadro 11. Identificacibn molecular de un aislado de cada grupo morfolégico y que
causaron sintomas de infeccion en las pruebas de patogenicidad.

Muestra Especie propuesta Especie identificada Similitud (%)
53 Fusarium solani Fusarium solani 99.8
38 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum 100
80 Aspergillus niger Aspergillus niger 99.8
13 Alternaria Alternaria alternata 100
72 Penicillium Penicillium oxalicum 100

Como se puede apreciar se logré la identificacion de cinco, corroborando la identificacion
realizada por descripcién de la morfologia de cada hongo. El aislado No.53 se identifico
como Fusarium solani. Este hongo ha sido reportado como un patégeno importantes en las
pudriciones en postcosecha del fruto de pepino. La inoculacién de este hongo se da en el
campo, causando infecciones vasculares en las plantas de pepino y muchas de las esporas
quedan atrapadas en el interior de las flores. La mayoria de los hongos encontrados en el
género Fusarium, han sido reportados como importantes patégenos del suelo y recordando
cémo es la biologia del cultivo de pepino, las plantas se desarrollan al ras del suelo y en
consecuencia sus frutos. Si no existe un buen manejo de los frutos durante la cosecha
(limpieza, lavado, etc.), las esporas presentes en el suelo quedan adheridas a la superficie

de los frutos, causando en almacenamiento infecciones.

Es importante mencionar, que los hongos del género Fusarium, tienen dentro de su

metabolismo una bateria de encimas (quitinasas, glucanasas, peroxidasas), que le permiten
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ingresar dentro del tejido vegetal sin la necesidad de que exista una herida o abertura
natural. Estos mecanismos de penetracion hacen a los hongos del género Fusarium, en
este caso Fusarium solani, uno de los hongos mas exitosos en cuanto a la infeccion de

plantas, ya que la cantidad de hospederos en diferentes familias es elevada.

5.5. Incidenciay severidad de Fusarium solani

Se evalud la capacidad de los recubrimientos en inhibir el desarrollo de la infeccion causada
por Fusarium solani sobre frutos de pepino en postcosecha bajo condiciones de
almacenamiento y posteriormente a temperatura ambiente. Durante los primeros dos dias
de almacenamiento, no se observo el desarrollo de la infeccién (Figura 30). Esta comenzo

a aparecer al dia cinco, con crecimiento miceliar dentro de las heridas (Figura 31).

Cuando se realiz6 la revision de los frutos luego de ocho dias de almacenamiento bajo
condiciones controladas, se observé el crecimiento profuso dentro de la herida el F. solani.
El control tuvo el 62.96 % de incidencia, los tratamientos de QTCA con 48.14 %, NQ con
55 %, Q y QAEC ambos con 77.77 %, NQAEC y NQTCA ambos con 81.48 % de incidencia.
Los frutos ya presentaban un 25 % de la superficie con amarillamiento comenzando desde

los extremos, pérdida de peso y algunos frutos mostraron dafio por frio (NQAEC).

Para el dia nueve de inoculacion (Figura 32). Los frutos ya mostraban sintomas de
infeccion. El control tuvo un 66.66 % de incidencia los frutos presentaban amarillamiento
leve en el 75 % de la superficie del fruto, arrugamiento en los extremos y algunas de las
heridas (3/27), secretaban carbohidratos. Los frutos con el recubrimiento de Q en el noveno
dia de almacenamiento tuvieron el 70.04 % de incidencia, no mostraban amarillamientos

generalizados en la superficie de los frutos, mas de la mitad mostraba arrugamiento en los
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extremos de los frutos y con abundantes pecas o pustulas de color verde intenso en toda

la piel de los frutos.

En los tratamientos de QAEC y NQAEC, se encontré una incidencia de 85.15 %. Los frutos
tenian amarillamiento intenso en cerca del 75 % de la superficie del fruto y pustulas
elevadas de color verde (Figura 33). Ademas, presentaban arrugamiento en los extremos
de los frutos y un olor dulce (como de fermentacion). Algunas de las heridas en el

tratamiento con NQAEC secretaban una sustancia cristalina, semejante a carbohidratos.
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Figura 30. Frutos de pepino inoculados con Fusarium solani y con recubrimientos de
guitosano y quitosano nanoestructurado. Dia uno de la inoculacion.
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Figura 31. Frutos de pepino inoculados con Fusarium solani y con recubrimientos de
quitosano y quitosano nanoestructurado. Dia dos de la inoculacién

Figura 32. Frutos de pepino inoculados con Fusarium solani y con recubrimientos de
quitosano y quitosano nanoestructurado. Dia nueve de la inoculacién y el segundo dia a
temperatura ambiente.
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NQ NQAEC NQTCA

Figura 33. Frutos de pepino inoculados con Fusarium solani y con recubrimientos de
quitosano y quitosano nanoestructurado. Dia diez de la inoculacion y tercer dia a
temperatura ambiente.

En los frutos con el recubrimiento de QTCA y NQTCA (77.77 % Y 88.88 % de incidencia;
respectivamente). Los frutos en ambos tratamientos mostraban amarillamiento moderado y
abundantes pustulas de color verde y elevadas sobre la superficie. Todos los frutos de los
tratamientos antes descritos perdieron turgencia, es decir, al tacto estaban blandos. Para
este dia de evaluacion, los frutos que mostraban una menor incidencia fue el de NQ (62.93
%). S6lo mostraban un amarillamiento leve en uno de los extremos de los frutos, con la

presencia de las pustulas de color verde intenso, pero planas y alin se mostraron turgentes.
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Para el dia diez de almacenamiento el control junto al tratamiento de Q, NQAEC y NQTCA
tenian 100 % de incidencia, es decir, en todas las heridas se observo el crecimiento de F.
solani. Sin embargo, los frutos en cada uno de los tratamientos mostraban diferentes
sintomas, ya que los frutos con el recubrimiento de Q presentaban un amarillamiento leve
sin la presencia de las puUstulas verdes, caracteristicas de la infeccion por Fusarium solani.
En cambio, los frutos en el control y en los tratamientos de QAEC (96.29 % de incidencia),
NQAEC y NQTCA se volvieron mas amarillos (cerca del 75 % de la superficie del fruto) en
comparacion con los frutos en el tratamiento de QTCA (88.88 % de incidencia) y NQ (85.18
% de incidencia), que s6lo mostraban amarillamiento leve en los extremos de los frutos

(Figura 33).

NQ NQAEC NQTCA

Figura 34. Frutos de pepino inoculados con Fusarium solani y con recubrimientos de
quitosano y quitosano nanoestructurado. Dia diez de la inoculacion y tercer dia a
temperatura ambiente.
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El dltimo dia de almacenamiento se midi6 el area de la lesion causada por F. solani en el
tejido interno de los frutos de pepino con cada uno de los recubrimientos evaluados (Figura
34). Se encontraron diferencias significativas en los tratamientos evaluados. Todos los
tratamientos presentaron una menor area de dafio en comparacion con el control. Los
recubrimientos que detuvieron el crecimiento del hongo fueron Q y QTCA, los cuales
limitaron el crecimiento del hongo en la entrada del punto de inoculacion (P = 0.001).
Seguido de estos tratamientos, QAEC y NQAEC, mostraron severidades similares, pero
menores con respecto al control y el tratamiento de NQTCA, este ultimo fue el que mayor
severidad mostrd. Ya que el area de dafio encontrada en el interior del fruto fue incluso

mayor, que el control.
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Figura 35. Severidad de Fusarium solani inoculados en frutos de pepino
postcosecha. Se muestra severidad medida como el area de dafio causada por el hongo
sobre el tejido (mm?). LSD F= 34.24; gl= 371; P < 0.0001 Tukey a = 0.05. Letras diferentes
muestran diferencias significativas. Se muestra la media de nueve mediciones. Las barras
indican la desviacion estandar.

122



En un estudio, se evaluo el efecto antifingico del quitosano y extractos de plantas contra
Fusarium oxysporum y Penicillium digitatum. El quitosano al 1.5 % inhibié el crecimiento
miceliar y la esporulacion de F. oxysporum, y el efecto sinergistico fue sélo observado sobre
P. digitatum tratados con quitosano y extracto de semillas de papaya (Bautista-Bafios y col.,
2004). Los resultados obtenidos en el presente estudio estan en linea con aquellos que
reportados por Bautista-Bafios y col (2004), donde el crecimiento micelial radial y la
germinacion de esporas de Fusarium, Penicillium y Rhizopus, fueron inhibidos cuando se
fueron tratados con quitosano, siendo Fusarium mas sensibles contra el quitosano entre

estos tres hongos probados.

En el trabajo de Barrera y Garcia (2008), donde se evalu6 el efecto antifiingico del aceite
esencial de canela sobre una aislado de Fusarium sp. aislado de Carica papaya, reportaron
gue éste aceite disminuy6 la tasa de crecimiento de 4.16 a 2.76 mm d* al incrementar la
dosis de 100 a 300 pL/mL, que es la misma concentracion evaluada en este estudio y se
observa una reduccion del crecimiento de F. solani en los frutos. En un estudio realizado
por Sahab y col (2014), sobre la aplicacion de aceites esenciales de para el control de
especies de Fusarium asociadas al maiz recién cosechado, encontraron que los aceites de
Eruca sativa y Malaleuca alternifolia inhibieron el 100 % de crecimiento miceliar de tres
aislados de Fusarium solani al incrementar la concentracion de 0.05 a 0.4 %. Mientras que
el aceite esencial de y Rosamrinus officinalis a esas mismas concentraciones alcanzé un

porcentaje de inhibicion de 84.42 %.

En otro estudio realizado por Xie y col (2017), evaluaron la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de canela y el aceite esencial de clavo, sobre Fusarium oxysporum y
Rhizoctonia solani mediante el método de disolucion del aceite o los compuestos

mayoritarios en cajas de agar PDA en concentraciones que iban desde 100 a 400 pg/mL e
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incubados por 7 dias, el efecto antifungico del aceite esencial de canela fue mayor a medida
gue la concentracion incrementaba, teniendo un mayor efecto sobre R. solani que sobre F.
oxysporum (54.8 y 28.5 % inhibicion de crecimiento, respectivamente). Este efecto también
fue encontrado con el cinamaldehido, donde la concentracion inhibitoria del crecimiento al
50 % fue de 75.4 yg/mL para R. solani y 156.9 pg/mL para F. solani, una concentracién

mas elevada que la utilizada en este estudio.

Zahid y col (2012), reportaron el uso quitosano en nanoemulsiones para el control de
diferentes especies de Colletotrichum aislado de papaya, “dragon fruit” (C. gloesporioides)
y banana (C. musae) y evaluaron la calidad de frutas tropicales en almacenamiento a baja
temperatura. El uso de quitosano inhibi6 el crecimiento miceliar de los tres hongos,
encontrando un maximo de inhibicién con 2 % de quitosano, seguido de 1.5 % y por ultimo
a una concentracién de 1 % (inhibicion dependiente de la concentracién). En cuanto al
quitosano en nanoemulsion, reportan que la mayor inhibicién del crecimiento radial con C.
musae fue con la nanoemulsién de 2 % de quitosano y 200 nm del tamafio de la particula
(83.2%) y 1.5 % (82.5 %) con el mismo tamafio de particulas. En cuanto a C. gloesporioides
la maxima inhibicién de crecimiento miceliar fue a 2 % de quitosano, pero con un tamafio
de particula de 600 nm (87.43 %), obteniendo resultados similares para concentraciones
de 1 % de quitosano con el mismo tamafio de particula. Estos resultados son consistentes
con los reportados en este trabajo, donde a una concentracion del 1 % de Q, se logré reducir

el crecimiento de F. solani en mezclado con los antifingicos y nanoestructurado.

En un estudio se usaron nanoparticulas de quitosano encapsulado aceite esencial de
canela contra Phytophthora drechsleri, agente causal de la podredumbre de la fruta en
pepino en ensayos in vitro y ademas de evaluar el efecto recubrimientos sobre la calidad

de os frutos. El experimento in vivo también mostré que los aceites encapsulados a una
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concentracion de 1.5 g. L™ disminuyeron significativamente la severidad de la enfermedad
y la incidencia de pepinos inoculados con Phytophthora durante 7 dias de almacenamiento

a4 ° C, seguido de 2-3 dias méas a 20 ° C (Mohammadi y col 2015).

Correa-Pacheco y col (2017), elaboraron un recubrimiento nanoestructurado con
nanparticulas de quitosano encapsulando aceite esencial de tomillo, y reportaron que la
mejor formulacion para el control postcosecha de C. gloesporioides en aguacate cv. Hass,
fue con 55% de nanoparticulas con aceite esencial de tomillo, reduciendo la incidencia del
hongo hasta un 60%. Estos resultados son similares a los reportados en este estudio, donde
la formulacion del recubrimiento con los diferentes tipos de nanoparticulas (NQ, NQAEC y
NQTCA), muestran cierta inhibiciéon del crecimiento de F. solani en los frutos de pepino

(Figura 36).
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Control

QTCA

Figura 36. Severidad de Fusarium solani inoculados en frutos de pepino
postcosecha. En la fotografia se muestra el dafio causado por el hongo (tejido de color
marrén claro), en el interior del tejido de los frutos.
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6. Conclusiones

En este estudio se logré la formulacién de recubrimientos a base de quitosano y quitosano
nanoestructurado mezclado con antifungicos naturales como el aceite esencial de canela 'y
trans-cinamaldehido adecuados el exocarpo ceroso de los frutos de pepino, sin que estos
afectaran su apariencia. Se determiné cuantitativamente que los recubrimientos evaluados
no afectaron las variables de calidad como los sdlidos solubles totales, la acidez titulable y
la firmeza; asi como las variables fisiolégicas de respiracion y produccién de etileno. Otro
resultado positivo fue que los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado
tuvieron porcentajes menores en pérdida de peso. Los tratamientos constituidos por los
recubrimientos de quitosano mas aceite de esencial de canela, quitosano nanoestructurado
y quitosano nanoestructurado encapsulando trans-cinamaldehido, mostraron un menor
cambio de color en los frutos al final del almacenamiento. Otro resultado importante, fue
gue todas las combinaciones usadas en los recubrimientos evitaron el crecimiento de
microorganismos, excepto aquellos frutos que se encontraban recubiertos con quitosano
nanoestructurado encapsulando trans-cinamaldehido. Todos estos resultados nos
mostraron que los recubrimientos de quitosano y quitosano nanoestructurado tuvieron la
capacidad de conservar la calidad del pepino en condiciones de almacenamiento
controladas y a temperatura ambiente, ademas se logré un incremento en la vida de
anaguel de los frutos de pepino de dos dias bajo estas condiciones de almacenamiento y

sin que se observaran cambios en la apariencia de los frutos.

Por otro lado, se logroé el aislamiento e identificacion de tres hongos patégenos postcosecha
de pepino: Fusarium solani, Fusarium oxysporum y Aspergillus niger y mediante las pruebas
de patogenicidad para Fusarium solani, se encontrd que los recubrimientos de quitosano y

quitosano mas trans-cinamaldehido reducen la severidad del patégeno.
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7. Perspectivas

La nanotecnologia es una ciencia reciente en la preservacion de la calidad de las frutas y
hortalizas, mostrando resultados prometedores en la industria alimentaria. Sin embargo,
aun faltan estudios por realizar para garantizar que el uso de nanoparticulas en los
alimentos no represente un peligro para la salud humana y el medio ambiente.

Antes de proponer la salida al mercado las nanoparticulas deben pasar por estudios de
toxicidad, tanto en células vegetales como animales. Ya que alguno de los resultados en
este estudio muestra que, a una concentracion elevada de nanoparticulas, tienen efectos
contrarios y aumentan la velocidad de deterioro de los frutos. Se debe evaluar como es el
proceso de degradacion de las nanoparticulas de quitosano en el interior de la célula y
evaluar qué tipo de interacciones estan ocurriendo. Conocer cuéles son los mecanismos de
accion a nivel celular y ultracelular que tienen las nanoparticulas sobre los

microorganismos, en especial los hongos fitopatégenos.
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