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RESUMEN

La produccién de higo en México se ha incrementado en los ultimos anos, siendo el estado
de Morelos el principal productor. El higo una vez cosechado pierde peso, firmeza y es
susceptible al ataque de hongos, dentro de los que destaca Alternaria alternata (Fries)
Keissler, por ser el mas abundante y por consecuencia el que mas dafio y pérdidas
econdmicas causa. Para su control es habitual el uso de agroquimicos, pero debido a los
danos a la salud que estos pueden provocar, se buscan alternativas mas seguras y amigables
con el medio ambiente. En esta investigacién se propone como alternativa un
recubrimiento comestible (RC) con capacidad antimicrobiana y antioxidantes con la
capacidad de mejorar el valor nutricional y funcional del producto; debido a su composicién,
el RC es biodegradable y seguro para la salud. El objetivo fue evaluar el efecto del RC a base
de quitosano, funcionalizado con aceite esencial de canela y extracto de jamaica, en el
manejo de A. alternata y la calidad del higo en dos estados de madurez. Para ello, los frutos
fueron lavados y desinfectados. Después se aplicd el recubrimiento y el indculo de A.
alternata, de acuerdo con los siguientes tratamientos: T1. Grupo testigo (sin inocular y sin
RC), T2. Frutos con el recubrimiento, T3. Frutos recubiertos e inoculados con A. alternata
(preventivo), T4. Frutos inoculados y después recubiertos (curativo) y T5. Frutos inoculados.
Todos los frutos fueron almacenados a 5 °C durante 21 dias y aclimatados a 20 °C por dos
dias. La estructura del recubrimiento fue caracterizada por microscopia electrénica de
barrido (MEB). Las variables evaluadas durante el experimento fueron pérdida de peso,

firmeza, cambios de color, sélidos solubles totales, acidez titulable, respiracion, contenido

\



de antocianinas, capacidad antioxidante y la incidencia y severidad de A. alternata. Los
resultados mostraron que el recubrimiento tenia una estructura porosa y heterogénea. El
RC redujo la respiracion y pérdida de peso del higo cuando se aplicé de manera preventiva.
El hongo por su parte provoco un incremento en la respiracion, pérdida de peso, contenido
de antocianinas y capacidad antioxidante de frutos inmaduros principalmente, esto a lo
largo del almacenamiento a 5 °Cy durante su aclimatacion a 20 °C. La incidencia y severidad
de A. alternata fue mayor en higos maduros y durante la aclimatacion a 20 °C. De manera
general, el recubrimiento biodegradable empleado durante esta investigacién, tuvo un
mejor efecto en higos inmaduros, ya que fueron los que mejor respondieron a los
tratamientos aplicados y preservaron su calidad. Sin embargo, no tuvo efecto sobre la

incidencia y severidad de A. alternata.
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ABSTRACT

Fig production in Mexico has recently increased in recent years, being the state of Morelos
main producer. After harvesting, the fig loses weight, firmness and is susceptible to fungal
attack, among which Alternaria alternata (French fries), Keissler, stands out as the most
abundant and on the contrary. For its control is the usual use of agrochemicals, but through
the media, you can find safer and friendlier alternatives to the environment. In this
research, an edible coating (EC) with antimicrobial capacity and antioxidants with the
capacity to improve the nutritional and functional value of the product is proposed as an
alternative; Due to its composition, RC is biodegradable and safe for health. The objective
was to evaluate the effect of chitosan-based RC, functionalized with cinnamon essential oil
and jamaica extract, in the management of A. alternata and the quality of the fig in two
stages of maturity. For this, the fruits were washed and disinfected. After the coating and
the inoculum of A. alternata was applied, according to the following treatments: T1. Control
group (without inoculation and without RC), T2. Fruits with the coating, T3. Fruits coated
and inoculated with A. alternata (preventive), T4. Fruits inoculated and then coated
(healing) and T5. Fruits inoculated. All fruits were stored at 5 ° C for 21 days and acclimated
at 20 ° C for two days. The structure of the coating was characterized by scanning electron
microscopy (SEM). The variables evaluated during the experiment were weight loss,
firmness, color changes, total soluble solids, titratable acidity, respiration, anthocyanin
content, antioxidant capacity and the incidence and severity of A. alternata. The results

showed that the coating had a porous and heterogeneous structure. The EC diminished
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respiratory rate and weight loss, when it was applied as a preventive treatment. The fungus
caused more breathing, weight loss, increased anthocyanin content and antioxidant
capacity in immature fruits, mainly during storage at 5 ° C and during acclimation at 20 ° C.
The incidence and severity of A. alternata was higher in mature figs and during acclimation
at 20 ° C. In general, biodegradable coating used during this research had a better effect on
non-mature figs, since they were the ones that responded better to the treatments applied
and preserved better their quality. However, it had no effect on the incidence and severity

of A. alternata.



1 INTRODUCCION

El arbol de higo (Ficus carica L.) es de origen mediterrdneo y de los primeros frutales
cultivados en el mundo (Kislev et al., 2006). En México se producen alrededor de 1,500 ha
siendo el estado de Morelos el principal productor (SIAP, 2017). El fruto se exporta a Estados
Unidos y Canada, cuya demanda alcanza las 60 mil ton anuales, de las cuales México
produce solo alrededor de 6 mil (Higos y figs, 2018). Este fruto se puede consumir fresco,
deshidratado o procesado. Ademas es una excelente fuente de minerales, vitaminas, fibra
dietética, aminodcidos y antioxidantes (Solomon et al., 2006; Veberic et al., 2008; Self

nutrition data, 2018).

Los higos se cosechan en estado maduro, con la finalidad de que se desarrolle su sabor
O6ptimo, sin embargo, ocurre una pérdida rdpida de calidad en periodos muy cortos de
almacenamiento. Ademas, durante su almacenamiento y comercializacidn, es susceptible a
sufrir enfermedades, dentro de las cuales destaca la pudricidn por Alternaria alternata
(Doster et al., 1996, Doster y Michailides, 2007; Coviello et al., 2009; Karabulut et al., 2009).
No se han reportado datos del volumen de pérdidas de este fruto en la etapa postcosecha.
Sin embargo, se estima que en productos hortofruticolas, sobrepasan el 30% (Ozcan, 2014).
Para enfrentar este problema se usan ceras y agroquimicos, pero debido al dafio que estos
pueden generar a la salud, es importante estudiar alternativas mas seguras. Una opcién es
el uso de recubrimientos comestibles (RC) de quitosano, los cuales son biodegradables.

Estos forman una barrera semipermeable que reduce la pérdida de agua y la de solutos,



controlan el intercambio gaseoso (0, y CO;), la emisidn de etileno y disminuyen el riesgo de
contaminacion microbioldgica (Bautista-Bafios et al., 2006; Kokoszka y Lenar, 2007;
Fernandez et al.,, 2015). Con el objetivo de incrementar las caracteristicas sensoriales,
nutricionales y funcionales de las frutas, los RC pueden incorporar en su matriz polimérica
compuestos antimicrobianos, aceites esenciales, antioxidantes, nutrientes o ingredientes

bioactivos (Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013; De Ancos et al., 2015).

También se pueden incorporar extractos vegetales. Por ejemplo, el extracto de jamaica
tiene un alto contenido de antocianinas, las cuales tienen alto poder antioxidante e incluso
pueden actuar como antimicrobianos (Oh et al., 2008; Aguilera-Ortiz, 2009). En higo no se
han utilizado RC que incluyan compuestos bioactivos y antimicrobianos, con la finalidad de
reducir pérdidas del producto en postcosecha; no obstante, con base en los antecedentes
de los efectos favorables de estos compuestos que forman al RC, este promete buenos
resultados que favorezcan su comercializacidn. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de un RC de quitosano funcionalizado con aceite de canela y extracto de
jamaica, sobre la calidad fisica, fisioldgica, bioquimica y microbiolégica del higo en

postcosecha.



2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del higo

El centro de origen del higo es el mediterrdneo. Fue uno de los primeros frutales cultivados
en la regidn de Asia Menor, posteriormente se extendié por la Cuenca del Mediterraneo y
el resto de Asia y Africa, llegando a América hacia el afio 1,520 (Melgarejo, 2000). Ficus
carica (L.) pertenece a la Familia Moraceae y el orden Urticales, que incluye alrededor de
1400 especies agrupadas en mas de 40 géneros (Watson y Dallitz, 2004). El género Ficus
cuenta con mas de 600 especies, de las cuales algunas son frutales de climas tropicales,

mientras que la gran mayoria son utilizadas como plantas ornamentales.

El higo es un arbol caducifolio de 3-6 metros de altura de madera blanda y grisacea, con
raices abundantes. Sus hojas son palmeadas, de color verde brillante por el haz y grises y
asperas por el envés (Morton, 2000; Crisosto y Kader, 2007). Los frutos nacen a partir de
una compleja inflorescencia llamada siconio, la cual presenta en su interior cientos de frutos
(Lisci y Pacini, 1994). Se caracterizan por presentar forma de pera, turbinada u ovoide, su
tamafio puede variar entre 2.5y 10 cm de longitud (Figura 1) (Crisosto et al., 2011). El fruto
es blando, dulce, jugoso, gelatinoso y de color encarnado y blanco; ademas estan
conectados con el exterior a través de una pequeia apertura llamada ostiolo (Morton,
2000). Estas caracteristicas hacen que el fruto después de ser cosechado pierda su calidad
muy rapido, lo vuelven susceptible al ataque de microorganismos y deja de ser comestible;

por ello se requiere de un manejo eficaz que permita conservar su calidad por mas tiempo.
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Figura 1. Estructuras que conforman el fruto de higo.
Fuente: Lopez-Corrales et al., 2011

2.2 Importancia socioeconémica y manejo del cultivo de higo

Mundialmente, Marruecos, Irdn y Turquia son los principales productores de higo con una
superficie sembrada de 60,533 ha; 52,200 ha y 50,330 ha, respectivamente (FAOSTAT,
2017). En México se cultivan alrededor de 1,500 hectdreas en 12 estados, tales como Baja
California, Coahuila, Durango, Estado de México, Hidalgo, Jalisco, Puebla, San Luis Potosi,
Sonora, Veracruz, Zacatecas, y el estado de Morelos, el cual ocupa el primer lugar con el

52% de la produccién nacional (SIAP, 2017).

El cultivo del higo se ha incrementado rapidamente gracias a su simplicidad de propagacion,

la cual se puede conseguir a través de estacas lefiosas o semillas. Convirtiéndose en un



apreciado cultivo para la alimentacién durante cientos de afos debido a sus conocidos
beneficios a la salud (Flaishman et al., 2008). La produccién en el arbol se inicia desde los 3
a los 5 afos, y alcanza su maxima produccién alrededor de los 12 a 15 afios, ya que es un
arbol de desarrollo lento, especialmente bajo condiciones de restriccion hidrica (Lavin y
Reyes, 2004). Sin embrago, los cultivares del estado de Morelos son adaptados, por lo que
la produccién inicia a partir del primer afo, aunque es a partir del tercero en que la
producciéon es mas constante. Un arbol adulto produce alrededor de 50 kg de fruta fresca.
El rendimiento unitario varia entre 2 a 2.5 t ha en los huertos de 1 a 4 afios de edad y de
10 a 14 t ha' a partir de los 4 afios. ComUnmente arboles de 6 metros llegan a dar entre 60

a 70 kg de fruta (Lavin y Reyes, 2004).

En Morelos, el arbol produce durante todo el afo; sin embargo, entre octubre y mayo se
concentra la mayor produccién y la mejor calidad. Su manejo requiere de mucha mano de
obra e insumos, desencadenando derrama econdmica en los lugares que se produce. Los
higos pueden destinarse al consumo fresco en cuyo caso la recoleccién se hace cuando los
frutos estan maduros; mientras que los que se destinan a la industria se cosechan poco
antes de la madurez, o pasada la madurez si se obtendra un producto deshidratado

(SINAVIMO, 2013).



2.3 Importancia nutricional

El higo es un fruto dulce que se puede comer fresco, deshidratado o procesado (Solomon
et al., 2006). Han sido valorados desde la antigliedad por sus excelentes caracteristicas
nutricionales y efectos benéficos que aporta a la salud, reportdndose como una importante
fuente de vitaminas, minerales, fibra dietética y aminoacidos (Veberic et al., 2008; Self
nutrition data, 2018). Aporta mucha energia y destaca su alto contenido en azlcares,

potasio, calcio y vitamina A (Cuadro 1).

Ademas, de acuerdo a los datos emitidos por la Comisidon de Alimentos y Nutricion del
Instituto de Medicina de Estados Unidos, los componentes nutritivos de los higos frescos,
pueden ser considerados superiores a los de otras frutas comunes como platanos, uvas,
naranjas, manzanas y fresas (Michailides, 2003; California Figs, 2019). También se le
atribuyen propiedades anticancerigenas, antidiabéticas, reduccion de la presion arterial y
mejoras a la memoria (Subash et al., 2014; Alamgeer et al., 2017; Depa et al., 2018; Arvaniti
et al., 2019). La consistencia del fruto y su alto contenido en nutrientes, también lo hacen
atractivo para los microorganismos, por lo que es un parametro a considerar dentro de su

manejo.



Cuadro 1. Contenido de nutrientes en higos frescos y deshidratados

Componente dietético Valor /100 g Valor /100 g
fresco deshidratado
Agua (g) 79.11 30.05
Calorias totales (kcal) 74.00 249.00
Proteina (g) 0.75 3.30
Grasa total (g) 0.30 0.93
Grasa saturada (g) 0.06 0.93
Fibra (g) 2.90 9.80
Azlcares (g) 16.26 47.92
Calcio (mg) 35.00 162.00
Hierro (mg) 0.37 2.03
Magnesio (mg) 17.00 68.00
Fosforo (mg) 14.00 67.00
Potasio (mg) 232.00 680.00
Sodio (mg) 1.00 10.00
Zinc (mg) 0.15 0.55
Vitamina A (Ul) 142.00 10.00
Vitamina C (mg) 2.00 1.20
Tiamina (mg) 0.06 0.08
Riboflavina (mg) 0.05 0.08

Fuente: Base de datos Nacional de Nutrientes (USDA) 2018.



2.4 Capacidad antioxidante de frutos de higo

Los frutos de higo contienen gran cantidad compuestos fitoquimicos, entre ellos los dcidos
fendlicos que son los mas abundantes y dentro de estos destacan las antocianinas. Una de
las cualidades por las que se reconocen las antocianinas es por su capacidad antioxidante.
Los antioxidantes pueden prevenir la auto-oxidacidn o la oxidacién por radicales libres. Esto
ocurre, ya que forma radicales estables intramolecularmente a través de puentes de
hidrogeno. Esto ayuda a contrarrestar problemas relacionados al cancer, enfermedades
degenerativas y el envejecimiento celular, entre otras (Gutteridge, 1994; Rice-Evans et al.,

1996; Matsumoto et al., 2002; Arvaniti et al., 2019).

Se han reportado numerosos ensayos para determinar la capacidad antioxidante en
diferentes partes del higo (piel, pulpa y fruta total), utilizando métodos como ORAC
(capacidad atrapadora de radicales oxigeno), DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) y ABTS*
(2,2"-Azino-bis-(3-ethylbenzothialozine-6-sulfonic acid)), por mencionar algunos (Solomon

et al., 2006; Crisosto et al., 2010; Wojdyto et al., 2016).

Uno de los métodos mas utilizados para cuantificar esta capacidad es el ensayo de ABTS*,
(Arvaniti et al., 2019), el cual es un radical que se genera tras una reaccién que puede ser
guimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP (2,2 -azobis-(2-amidinopropeno)
HCI), enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o también eletroquimica. Con el ABTS* se

puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica. El radical



ABTS", tiene ademas la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414,
654, 754 y 815 nm en una solucién alcohdlica. (Re et al., 1999; Arnao, 2000; Ishige et al.,

2001; Imeh et al., 2002; Sell et al., 2002; Kuskoski et al., 2004).

2.5 Atributos de calidad

El color de piel y la firmeza en higos frescos es el principal pardmetro de calidad (Crisosto et
al., 2011). El color de la piel varia desde verde hasta negro, pasando por tonalidades
bicolores. Ademas, la piel se caracteriza por presentar un color de fondo y un sobrecolor,
dependiendo de la variedad y el estado de madurez. Mientras que el color de la pulpa puede
variar desde blanco amarillento hasta marrén oscuro dependiendo del genotipo (Lépez-
Corrales et al.,, 2011). El tamaiio, forma del fruto, acidez, dulzura y pH, también son
considerados como atributos de calidad (Flaishman et al., 2008; Crisosto et al., 2010). Se
deben evitar defectos como deformidades, picaduras, quemaduras de sol, costras y

rupturas en la piel, dafio por insectos y pudriciones (Crisosto et al., 2011).

2.6 La respiracion del higo como indicador de deterioro

La respiracién en frutos es necesaria para la obtencién de energia, dicha energia proviene
de la oxidacién de las reservas de almidon del fruto y es utilizada para que ocurra el proceso
de maduracidén. La respiracion implica la absorcién de oxigeno de la atmdsfera y liberacion

de diéxido de carbono (Bejarano, 2016). El higo es un fruto que se clasifica como



climatérico, en consecuencia muestra un aumento en la tasa de respiracién y la produccion

de etileno al inicio de su fase de maduracién, como fue reportado por Chessa et al. (1992).

La temperatura es uno de los factores que modifica la respiracion de fruto, Villalobos et al.
(2019), reportd que también existe una correlacién entre la temperatura y la velocidad de
respiracion del higo. Por ejemplo, temperaturas cercanas a 0 °C suponen una reduccién
importante en la tasa de respiracién y ello ayuda a preservar por mas tiempo la calidad del
fruto. Al respecto Colelli et al. (1991), informaron que en la variedad ‘Black Mission’, la
velocidad de respiracion a lo largo de 30 dias, fue menor a 0 °C (3 mL de CO; kg h?) en
comparacion con las temperaturas de 2.2y 5 °C (6 y 9 mL de CO; kgt h'%, respectivamente).
Los RC también influyen en el comportamiento respiratorio (emisién de CO;) del fruto.
Baldoni et al. (2016) reportaron que la produccion de CO; en higos tratados con un RC que
contenia aceite esencial de canela, fue menor (69.40 mL CO; kg h') en comparacién con

el grupo testigo (76.43 mL CO; kg h!) después de 16 dias de almacenamiento a 5 °C.

2.7 Cosecha y distribucion del higo

Los higos generalmente se cosechan poco antes de la madurez total para que se desarrollen
su sabor 6ptimo. El color de piel y la firmeza son indices de madurez y cosecha confiables
(Karabulut et al., 2009 y Crisosto et al., 2011). Los higos ‘Black Mission’ deben ser de un
color morado claro u oscuro y de consistencia blanda, esto indica que estan listos para la

cosecha (Crisosto et al., 2010). La cosecha es laboriosa ya que el fruto no se desprende
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naturalmente hasta después de la madurez, por lo que hay que desprenderlo a mano y con
mucho cuidado porque facilmente se puede daiar. El fruto tiene una epidermis muy
delicada, por lo que debe manipularse cuidadosamente. Se deben mantener por periodos
breves entre cosecha y consumo, preferentemente en lugares frescos y refrigerados (Lavin

y Reyes, 2004).

El higo producido en Morelos México, después de ser cosechado es adquirido por
intermediarios y se transporta en cajas de plastico a empacadoras y/o es comercializado en
centrales de abasto. Es posible que el intermediario lo venda a centros comerciales y estos
centros se encarguen del empaque vy distribucién (Figura 2). El higo de mejor calidad se
destina a exportacién y esto ocurre con mayor frecuencia durante el periodo de noviembre
a marzo. Para el mercado de Estados Unidos, el higo solo puede exportarse si es irradiado
a una dosis minima de 150 Gray (Gy), si se cuenta con un permiso de exportacién de sanidad
vegetal y se cumple con los requisitos generales de inspeccidn (7 CFR 319 .56-3) (SENASICA,

2015; USDA, 2019).

El manejo postcosecha inicia cuando el producto pasa a manos de los intermediarios, es ahi
donde los RC adquieren mayor importancia, pues un buen RC mantendra la calidad, evitara
su contaminacion por patégenos y permitird que el fruto llegue a los consumidores en buen

estado.

11



EXPORTACION

{

CENTROS

U

INTERMEDIARIO

U

EMPACADORA

2

CENTRAL DE ABASTO

2

MINORISTA

4

X

CENTROS
COMERCIALES

COMERCIALES

AR

CONSUMIDOR

Figura 2. Canal de comercializacidn del higo.
Fuente: Elaboracion propia con comunicacidn personal de productores de Morelos, México.

2.8 Enfermedades del higo en postcosecha

La maxima calidad del higo se obtiene en la madurez comercial y es la etapa preferida de
los consumidores, pero en esta etapa los higos son suaves y susceptibles al dafio. Cuando
el fruto madura su ostiolo se abre y esto facilita la entrada de insectos o patdgenos al su
interior. Ademas, son sensibles al agrietamiento de la piel y por lo tanto, a una rapida

descomposicion en la etapa postcosecha (Caliskan y Polat, 2011; Crisosto y Kader, 2004;
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Kong et al., 2013). Los principales hongos que afectan el higo en postcosecha son Botrytis
cinérea, Aspergillus niger y Alternaria alternata, aunque también se han reportado la
presencia de Monilinia laxa, Fusarium moniliforme y Rhizopus stolonifer, asi como las
levaduras Hanseniaspora spp.y Torulopsia spp. y la bacteria Acetobacter spp. (Doster and

Michailides, 2007; Coviello et al., 2009).

Se describiran algunos de los hongos fitopatdégenos mas devastadores de higo; no obstante
A. alternata, destaca por la severidad con la que ataca el fruto. Botrytis cinérea es un
patégeno con un estilo de vida necrotréfico que ataca a mas de 200 cultivos en todo el
mundo. Los conidios (macroconidios) son multinucleados y los microconidios (espermatia
masculina) son uninucleados (Williamson et al., 2007). Las temperaturas minimas vy
maximas para el desarrollo del hongo son 0y 38 °C, respectivamente, aunque las éptimas
oscilan entre 18 y 23 °C (Rogovski et al., 2016). Este hongo causa la pudricidn de vegetales
y frutas después de la cosecha para producir conidiéforos grises prolificos y macro conidios
tipicos de la enfermedad (Williamson et al., 2007). En frutos de higo los sintomas se
caracterizan por una pudricion humeda de los frutos, sobre la cual se puede observar
posteriormente el micelio y esporulaciéon gris (Montealegre et al., 2000). Cuando el hongo
entra en la fruta, causa llagas por encima y por debajo de la fruta infectada, también puede

infectar a través de las cicatrices de la fruta (Coviello et al., 2009).
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Aspergillus niger es un hongo filamentoso hialino, sapréfito, que se encuentra formado por
hifas hialinas septadas, puede tener reproduccion sexual (con formacién de ascosporas en
el interior de ascas) y asexual (con formacién de conidios), el crecimiento micelial es de
color marrén (INSHT, 2012). Las temperaturas optimas para su desarrollo varian entre 10y
37 °C y una humedad relativa del 90% (Arrua et al., 2013). Las infecciones por A. niger
inicialmente se observan como cabezuelas sobresaliendo del fruto de un tinte rosado que
luego se van tornando en las tipicas cabezuelas negras (Pérez et al., 2014). Se ha reportado
en postcosecha en frutas de manzanas, peras, duraznos, citricos, uvas, higos, tomates,
melones, etc., y en algunos vegetales como cebollas, ajos y papa (Arrua et al., 2013). En

frutos de higo causa una pudricion negra que evita su comercializacion (Higos y Figs, 2015).

Alternaria alternata es un hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo
extremo se forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y
verticales de disposicién irregular (Figura 3A). El intervalo de temperatura de crecimiento
varia entre 2y 32 °C, con temperaturas éptimas entre 25 y 28 °C. Tiene tendencia a habitar
sustratos orgdnicos en descomposicién y es comun encontrarlo en frutos como fresas,
crisantemos, tomates, zanahorias y esparragos (Pontén et al., 2002). En frutos de higo los
sintomas aparecen inicialmente como pequefias manchas hundidas, circulares a ovales, de
color marrén claro, necréticas, ubicadas principalmente en las areas que rodean el canal
ostiolar con un didmetro promedio de 5 a 10 mm, estas aumentan gradualmente de

tamafio, lo que lleva a la pudricidn total de la fruta. También produce lesiones hundidas con
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esporulacién de color negro y el desarrollo del hongo sobre las lesiones es de un color gris
oscuro como se muestra en la Figura 3B. Forzosamente necesita una herida o abertura
natural para poder entrar e infectar a los frutos (Montealegre et al., 2000; Latinovi¢ et al.,
2014). Debido a esto, es de vital importancia buscar alternativas que impidan su desarrollo,
ya que este hongo es el que mds ataca en la etapa postcosecha y por lo tanto el que mayores

pérdidas econdmicas genera.

Figura 3. Estructura de los conidios (A) y los sintomas de A. alternata (B) en higo.
Fuente: A. https://bonito.psm.msu.edu/2016/12/alternaria-alternata-alt-a-1-protein-
could-be-a-cause-of-asthma-allergies-in-humans/ y B. Foto tomada por el autor de tesis.

2.9 Manejo postcosecha del higo

Los frutos de higos se deterioran rapidamente después de la cosecha y en algunos casos no
llegan a los consumidores en las condiciones adecuadas de calidad tras el almacenamiento,
transporte y comercializacion (Crisosto et al., 2011). Su facil ruptura por danos fisicos o

mecanicos, ocasiona una rapida pérdida de su contenido nutricional, asi como alto riesgo
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de entrada de microorganismos, lo que hace que el manejo y tratamientos postcosecha

sean extremadamente complicados (Irfan et al., 2013).

Debido a su naturaleza, los higos pierden peso y firmeza en periodos muy cortos de
almacenamiento, factores que afectan mucho su calidad (Karabulut et al.2009) y esto causa
pérdidas econdmicas durante su comercializacién. Cualquier tratamiento a base de agua
después de la cosecha puede dejar agua libre en el ostiolo, y esto puede inducir la
germinacién de las esporas de patdgenos (Mathooko et al. 1993). Para controlar
adecuadamente las enfermedades, muchos productores dependen en gran medida de la

aplicacion de fungicidas quimicos convencionales (Gupta y Dikshit, 2010).

Sin embargo, debido al dafio que los agroquimicos puedan generar a la salud, en las ultimas
décadas se ha estudiado alternativas naturales, tal es el caso de los extractos vegetales y
aceites esenciales, también el polisacarido quitosano ha adquirido gran importancia en el
control de microorganismos patégenos en postcosecha (Bautista-Bafios et al., 2006; Santas
et al., 2010; Bautista-Bafios et al. 2017). Particularmente en higo se han utilizado bajas
temperaturas y atmadsferas controladas, tratamientos con didxido de cloro y de azufre,
recubrimientos de sdbila, nopal y quitosano adicionado con otros materiales (Alturki, 2013;

Reyes-Avalos et al., 2016; Allegra et al., 2017).
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También se han formulado RC a base sabila, quitosano, cera de abeja y aceites esenciales,
mismos que han ayudado a preservar mejor la calidad de estos frutos (Marpudi et al., 2013).
Adicionalmente se ha empleado carbonato sddico (Na3COs) o los vapores del acido acético
para el control del crecimiento microbiano (Venditti et al., 2005). Con el uso de estas
tecnologias, se ha podido preservar el fruto por 14, 15, 16 y hasta 42 dias dependiendo la
tecnologia utilizada (Alturki, 2013; Baldoni et al., 2016; Reyes-Avalos et al., 2016; Allegra et

al., 2017).

2.11 Recubrimientos comestibles de materiales biodegradables

Un RC estd definido como un revestimiento de una o varias capas de material polimérico y
comestible que envuelve a un producto vegetal (Valencia-Chamorro et al., 2011). Son
biopolimeros naturales y biodegradables, que pueden obtenerse de subproductos
agroalimentarios (Silva-Weiss et al., 2013). Los recubrimientos crean una atmodsfera
modificada sobre el fruto, reduciendo su velocidad de transpiracidn y retrasando el proceso
de senescencia, debido a que actian como una barrera semipermeable a gases como O,
CO, y vapor de agua (Eum et al., 2009). Esto retrasa el deterioro de la fruta causado por la
deshidratacion y mejora las propiedades mecanicas, ayuda a mantener la integridad
estructural del alimento y a retener compuestos volatiles (Vazquez-Briones y Guerrero-
Beltran 2013). También los RC pueden ser utilizados como un vehiculo para incrementar las
propiedades nutricionales de los frutos, esto al incorporar compuestos bioactivos, como

antioxidantes o antimicrobianos (Silva-Weiss et al., 2013).
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Los RC pueden estar formados por polisacaridos, proteinas, lipidos o por una mezcla de los
mismos, esto Ultimo permite aprovechar las propiedades de cada compuesto y la sinergia
entre ellos (Quintero et al., 2010). Los polisacaridos derivados de celulosa, pectinas,
derivados de almidén, alginatos, carragenina, quitosano y gomas, son capaces de constituir
una matriz estructural, permitiendo obtener recubrimientos comestibles transparentes y
homogéneos; sin embargo, estan limitados por su solubilidad en agua y pobre barrera a la
humedad y propiedades mecanicas moderadas (Eum et al., 2009). Las proteinas forman
recubrimientos con barreras mas débiles que los polisacaridos al vapor de agua por su
naturaleza hidrofilica, pero por otro lado, desarrollan muy buenas propiedades de barrera
al oxigeno, lo que ayuda a controlar el intercambio de gases entre el fruto y el medio
ambiente, asi como propiedades mecdanicas que son muy favorables para recubrir alimentos
(Baldwin et al., 1997; Lin y Zhao, 2007). Los lipidos ofrecen una buena barrera de humedad
debido a su naturaleza hidrofdébica, lo que reduce la pérdida de agua en frutas recubiertas;
ademads, mejoran el brillo de los frutos, los protegen contra la oxidacion y crecimiento
microbiano; sin embargo, su naturaleza no polimérica limita su capacidad para formar

recubrimientos cohesivos (Campos et al., 2011).

Los recubrimientos elaborados con proteinas vegetales como la de gluten de trigo mezclado
con etanol, hidroxido de amonio y glicerol, han sido aplicados en fresa para conservar su

calidad (Tanada—Palmu y Grosso, 2005). En pasas y cacahuate, se han utilizado
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recubrimientos de proteina de leche, ya que proporcionan una buena barrera al O,y a la

humedad, y con ello evitar la descomposiciéon temprana del fruto (Lin y Zhao, 2007).

Respecto a los RC formulados con polisacaridos, entre ellos los almidones obtenidos de
fuentes como arroz o yuca, han sido aplicados en toronja, pifia, guayaba, pera y mango, con
la adicién de acido ascdrbico, acido citrico, lactato de calcio, L-cisteina y fungicidas. Estos
RC disminuyen la tasa de respiracién, la pérdida de peso, prolongan la pérdida de firmeza y
pigmentacion, inhiben el pardeamiento enzimatico y reacciones metabdlicas asociadas con
la maduracién, promueven la conservaciéon de propiedades mecdanicas y conservan
caracteristicas sensoriales, retrasando la maduracion e incrementando la vida util de la fruta
(Chiumarelli et al., 2010; Bierhals et al., 2011; Pereira et al., 2012). Formulaciones que
contienen hidroxipropil metilcelulosa, cera de abeja y goma se han aplicado en citricos,
extendiendo su vida util, manteniendo su calidad nutricional y sensorial, ademas
proporciona brillo a la fruta (Contreras-Oliva et al., 2011). Respecto a los recubrimientos de
guitosano, estos han sido aplicados en frutos de pitaya, mango, papaya, durazno, fresa,
cereza, jitomate y uva de mesa para el control de enfermedades en postcosecha como la
antracnosis, pudricién café, pudricion blanda, moho gris y moho azul, obteniendo una

eficacia de 45 a 100% (Bautista-Bafios et al., 2017).
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2.12 Recubrimientos de quitosano para la conservacion del higo

El quitosano es un polisacarido catidnico que se obtiene por la desacetilacidén de la quitina
contenida en el exoesqueleto de crustaceos (Bautista-Bafios et al., 2006). Se denomina
guitosano cuando el grado de desacetilacién de la quitina alcanza aproximadamente el 50%
y se vuelve soluble en medios acidos acuosos. Debido a esta solubilidad, se usa
ampliamente en la elaboracion de geles, peliculas y fibras (Rinaudo, 2006; Hromis et al.,
2015). Tiene como propiedades fisicoquimicas la biocompatibilidad, no es tdxico y es
biodegradable, haciéndolo atractivo para su empleo como RC en frutas y hortalizas,
previniendo las infecciones por bacterias y hongos, ya que posee actividad antimicrobiana
(Elsabee y Adbou 2013; Macea et al., 2015 Bautista-Bafios et al., 2017). Las caracteristicas
fisicoquimicas del quitosano le permiten combinarse de forma apropiada con los aceites
esenciales y extractos vegetales, evitando o reduciendo el crecimiento de microorganismos

en su superficie (Perdones et al., 2012; Bautista-Bainos et al.,2017).

En frutos de higo, se han utilizado recubrimientos a base de quitosano en combinacién con
cera de abeja, aceite esencial de canela y limdn, reduciendo considerablemente la presencia
de bacterias mesdfilas aerobias, y patdgenos de los géneros Aspergillus, Alternaria,
Fusarium y Penicillium (Baldoni et al., 2016). Ademds, el quitosano se ha utilizado en
combinacidn con aceite esencial de timol, donde se mostro eficiente para el mantenimiento
de calidad y vida util de los higos hasta por 20 dias, almacenandolos a 6°C (Saki et al., 2019).

También se han mostrado que los RC de quitosano y alginato, incrementan la vida atil de
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los frutos de higo, mejorando su firmeza, conservan el color, pérdida de peso y retardan la
infeccion por microorganismos, preservando asi sus atributos sensoriales y sus
componentes bioactivos (Reyes-Avalos et al., 2016; Reyes-Avalos et al., 2019). De acuerdo
con Shan et al. (2007), los recubrimientos actian como una barrera contra la transpiracion

del fruto y son eficaces para contrarrestar su deterioro.

2.12 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias biodegradables formadas por compuestos volatiles,
producto del metabolismo secundario de las plantas. Exhiben actividad fungicida o
fungistatica si se aplican directamente y también tienen cierta capacidad para retrasar la
maduracién y prolongar la vida util de los productos tratados (Palou et al. 2009). Las
esencias son mezclas complejas en cuya composicion se encuentran los hidrocarburos como
terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos y compuestos fendlicos, los cuales son los
responsables del aroma que caracteriza a los aceites esenciales (Bakkali et al., 2008). Se
pueden adicionar en la formulacién de peliculas, RC y empaques como aditivos, con el
objetivo principal de reducir la incidencia de microorganismos patdgenos (Ventura-Aguilar
et al. 2018). Barrera y Garcia (2008), reportaron que el aceite esencial de tomillo (Thymus
vulgaris) a una concentracidon de 200 pg mL?, logré inhibir completamente el crecimiento
micelial de Fusarium sp.; mientras que el aceite esencial de canela (Cinnamomum

zeylanicum) lo inhibié en un 70 % utilizando 200 pg mL™.
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El comportamiento observado se debe a la composicidn de estos aceites. Particularmente,
el aceite esencial de la canela, es rico en cinamaldehido, asi como B-cariofileno, linalol y
otros terpenos. El cinamaldehido, es el componente mayoritario y proporciona el olor y el
sabor caracteristicos de la canela. Estudios recientes han demostrado que el aceite esencial
de canela es un buen antioxidante y tiene potencial antimicrobiano (Mahdi Ojagh et al.,
2010). Zamani-Zadeh et al. (2013), indicaron que el aceite esencial de canela a una
concentracion de 100 plL L, redujo en un 80 % la infeccidn de fresas inoculadas con Botrytis
spp. Por su parte, Duduk et al. (2015), reportaron que el aceite esencial de canela a una
dosis de 1.53 pL L%, inhibié hasta en un 100 % la germinacion de conidios de Colletotrichum

acutatum.

2.13 Extractos vegetales

Los extractos obtenidos de muchas plantas recientemente han ganado popularidad e
interés cientifico por su actividad antibacteriana y antifingica (Santas et al., 2010). Se han
informado muchos resultados sobre las propiedades antimicrobianas de extractos de
plantas que contienen diferentes clases de compuestos fendlicos (Al-Zoreky, 2009). Los
compuestos fendlicos representan una rica fuente de biocidas y conservantes que se han
explorado durante mucho tiempo como medios alternativos de control de microrganismos

en postcosecha (Schena et al., 2008).

22



Los extractos vegetales se han utilizado para el control de microorganismos en la etapa
postcosecha de productos hortofruticolas. Por ejemplo, en frutos de papaya, los extractos
de ajo vy el eucalipto redujeron en un 45 % la severidad de la enfermedad causada por
Colletotrichum gloeosporioides (Bafios-Guevara et al., 2004). Por su parte, Landero et al.
(2013), reportaron que los extractos de ajo y canela a dosis de 11.74 y 0.0054 %, fueron
capaces de reducir la severidad del dafio causado por C. gloeosporioides en frutos de papaya

en un 80y 97 % respectivamente.

Ademads de las actividades antimicrobianas, los extractos también aportan beneficios
nutricionales debido a sus componentes bioactivos. Por ejemplo, a la jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.) se le atribuyen beneficios contra la presién arterial, alteraciones hepdticas o
fiebre (Ali et al., 2005). Estos beneficios son debido a la diversidad de los fitoquimicos en
sus cdlices, donde predominan los fenoles y los mas abundantes son las antocianinas, que
ademas brindan alta capacidad antioxidante (Tsai et al., 2002; Hopkins et al., 2013).
Extractos de jamaica han sido utilizados en frutas y también en productos carnicos. Un
extracto acuso de jamaica se utilizé como parte de un RC para el control de Colletotrichum
fragariae en frutos de fresa, donde al mezclarse con quitosano y aceite esencial de canela,
lograron reducir 3 veces la incidencia de la enfermedad respecto al control (Ventura-Aguilar
et al., 2018). Por otra parte, extractos de jamaica obtenidos con acetona y metanol se han
utilizado para complementar peliculas a base de almiddn de papa y glicerol, para aplicarse

sobre salchichas con el objetivo de controlar la listeriosis causada por Listeria
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monocytogenes, donde han logrado reducir hasta 3 log CFU de esta bacteria (Cruz-Galvez

et al., 2018).

Dada la importancia nutricional y econdmica del higo, es indispensable realizar un manejo
adecuado y libre de agroquimicos en la etapa postcosecha. En base a los antecedentes, se
sabe que es posible elaborar un recubrimiento biodegradable y comestible a base de
guitosano, aceite esencial de canela y extracto de jamaica. Esta combinacion no ha sido
evaluada y podria reducir los dafios causados por A. alternata e incrementar la vida de

anaquel de este fruto.

2.14 Uso de la microscopia electronica de barrido (MEB) para la caracterizacion de

recubrimientos comestibles

Los efectos de los RC en la conservaciéon o deterioro de las frutas, depende de sus
propiedades mecdnicas y de barrera, asi como de su estructura que involucra el tipo de
compuestos y las interacciones que integran la matriz del recubrimiento (Garcia et al.,
2018). Las micrografias captadas con un microscopio electrénico, se obtienen mediante la
deteccidn, procesamiento y visualizacion de las sefiales resultantes de las interacciones
entre un haz de electrones con la materia. Estas interacciones pueden proporcionar
informacién sobre la topografia, composicién y estructura de los materiales (Ipohorski y

Bozzano, 2013).
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Las micrografias por MEB de una pelicula de clorhidrato de quitosano, demostraron que era
un revestimiento delgado, homogéneo y bien distribuido, por lo que no se afectaba la
funcionalidad y respiracion normal del kiwi o la lechuga, sobre la que fue aplicado (Fortunati
et al., 2017). Por otra parte, al caracterizar por MEB una pelicula de quitosano reticulada
con tripolifosfato de sodio, se observé una superficie plana y homogénea, sin
acumulaciones o irregularidades. Esto se explica por la interaccién de puentes de hidrégeno
entre las aminas de las cadenas de quitosano con el oxigeno del tripolifosfato (Salazar y

Valderrama, 2013).
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3 OBIJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de un recubrimiento de quitosano con extracto de jamaica y aceite
esencial de canela, en el manejo de Alternaria alternata y la calidad del higo en dos estados

de madurez.

3.2. Objetivos especificos

o Elaborary caracterizar por microscopia electrénica de barrido, un recubrimiento de
guitosano con extracto de jamaica y aceite esencial de canela.

o Evaluar el efecto del recubrimiento sobre la calidad, respiracion y variables
bioquimicas del higo en dos estados de madurez, almacenado a 5 °C y aclimatados
a 20 °C.

o Evaluar el efecto del recubrimiento sobre la incidencia y severidad de Alternaria

alternata en dos estados de madurez del fruto en postcosecha.
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4 MATERIALES Y METODOS.

4.1 Obtencion y seleccidn de frutos

Los higos se obtuvieron de un huerto ubicado en Telixtac, municipio de Axochiapan Morelos
(18°34'12.75"N y 98°46'11.04"0) con plantas de 1 afio de edad y cultivadas a 4 m de
distancia. Durante el experimento se utilizaron frutos de tamafio homogéneo, sin dafios
ocasionados por insectos o de tipo mecdanico. Los higos utilizados tuvieron dos grados de
madurez. El primero incluyé frutos cuya superficie presentaba un color purpura,
denominados “higos maduros” (14% SST). El segundo fue de higos en madurez fisiolégica
con un color purpura claro y pequefias tonalidades verdes, llamados “higos inmaduros”
(11% SST) como se muestra en la Figura 8. Los colores y su relacidn con la madurez del fruto

se estudiaron en la seccion 4.8.3.

A B

Figura 4. Apariencia del higo en dos estados de madurez. Higos Inmaduros (A) y maduros (B).
Fuente: Foto tomada por el autor de tesis.
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4.2 Preparacion de la solucion de quitosano

Se prepard una solucién de acido acético al 0.5 % v/v con agua destilada y se le adicioné
0.4% p/v de quitosano comercial (89305.6 + 1850 g mol?; 10.6 + 0.3 grados de acetilacion)
adquirido de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.). La mezcla se agité a una

temperatura de 55 °C durante 1.5 horas y se ajustd el pHa 5.2 con NaOH al 1 N.

4.3 Preparacion del extracto de jamaica

El extracto se elabord con los célices de la jamaica (Hibiscus sabdariffa), los cuales fueron
lavados con agua destilada para retirar el exceso de impurezas y polvo. Después se preparé
un extracto acuso de estos calices a una concentracion del 15% p/v. La mezcla se mantuvo
durante 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente el liquido se

decantd y se filtré a través de papel filtro Whatman No. 1 (Ventura-Aguilar et al., 2018).

4.4 Preparacion del recubrimiento

Se utilizé la solucion de quitosano al 0.4 % en una proporcion del 98% vy se le aiadié 1 % v/v
de aceite de canola (Valley Foods, México). Después la solucién fue homogenizada a 20,000
rpm durante 10 minutos en un homogenizador de aspas modelo 45 (Virtis Gardiner, EUA).
Posteriormente se agregd 1 % v/v del extracto de jamaica y 0.1% v/v de tween 20 (Hycel,

Meéxico). La solucién fue homogenizada nuevamente a 20,000 rpm durante 10 minutos. Por
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ultimo, se agregd 0.025 % v/v de aceite de canela (Aceites y esencias, México) y se realizé

el mismo procedimiento para homogenizar.

4.5 Preparacion y aplicacion del indculo de Alternaria alternata

El hongo A. alternata se obtuvo de la coleccién de hongos del Laboratorio de Tecnologia de
Poscosecha de Productos Agricolas del CEPROBI-IPN, Morelos, México. La patogenicidad del
hongo se reactivd infectando frutos sanos con la cepa previamente caracterizada y después
se aislé nuevamente el patdgeno en medio agar agua. Después de 16 dias de crecimiento
del hongo, se adicionaron 20 mL de agua estéril a la caja Petri y se recuperd el micelio y
esporas de A. alternata. Se prepard una suspension de esporas a una concentracion de

1x10° mL? para su uso en la inoculacidn de higos (Isturiz, 2018).

4.6 Acondicionamiento de los frutos

Antes de colocar el recubrimiento, los frutos fueron lavados con agua corriente y jaboén.
Posteriormente, se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio a 200 ppm v/v
durante 3 minutos, al cabo de este tiempo se enjuagaron con agua destilada. Por ultimo,

0.5 mL del RC fueron asperjados sobre el fruto utilizando un atomizador.

Se evaluaron cinco tratamientos en cada estado de madurez del fruto: T1. Grupo testigo

(higos sin inocular y sin RC), T2. Frutos de higo recubiertos con quitosano adicionado con
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extracto de jamaica y aceite esencial de canela (recubierto), T3. Frutos recubiertos e
inoculados con A. alternata (preventivo), T4. Frutos inoculados con A. alternata y después
recubiertos (curativo) y T5. Frutos inoculados con A. alternata. Para cada unidad
experimental se utilizaron 150 g de higos que se colocaron en cajas de plastico con
pequeiias perforaciones. Estas se almacenaron a5 °C durante 21 dias y después aclimatados
a 20 °C durante dos dias mas. Las mediciones se hicieron por triplicado los dias 0, 4, 10, 15

y21a5°Cylosdias 22y 23 a 20 °C después del almacenamiento.

4.7 Caracterizacion del recubrimiento por microscopia electrénica de barrido (MEB).

Se colocaron 5 mL de la solucién de quitosano con extractos de jamaica y aceite esencial de
canela en recipientes de silicon de 6 cm de diametro. Estos fueron secados a 40°C por 4
horas, obteniendo asi peliculas de 23 um de espesor. Para analizar la muestra, esta se
fracturé por inmersidn en nitrégeno liquido. Después, aproximadamente 1 cm? de la
pelicula se colocé en un porta muestras y se recubrié con carbono para crear una superficie
conductora. Las muestras se analizaron con un Microscopio de Barrido de Ultra Alta
Resoluciéon modelo JSM 7800F (JOEL, USA) a un voltaje de aceleracion de 1.5y 0.5 kV. Se
tomaron micrografias de la superficie y de la parte transversal y lateral de la pelicula con

una magnificacion de 200x, 1000x y 2000x.
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4.8 Variables de calidad asociadas con la apariencia del fruto

4.8.1 Pérdida de peso

Se obtuvo calculando la diferencia de peso del fruto entre el dia cero y el dia de evaluacién.
Se utilizé una balanza digital (Ohaus CS2000, EUA) y el resultado se expresé como
porcentaje de pérdida de peso a partir de la ecuacion 1.

A-B

PP = X 100 Ecuacion 1

Donde PP es el porcentaje de pérdida de peso, A es el peso del fruto en el dia cero y B el

peso del fruto en el dia de evaluacion.

4.8.2 Firmeza

Se midié en la regién ecuatorial del fruto utilizando un penetrémetro digital (Turoni, Italia),
equipado con una punta cilindrica de 8 mm de didmetro. La fuerza méxima ejercida se

registré en Newtons (N).

4.8.3 Cambio de color (AE)

Para medir el color de los frutos se utilizé un Colorimetro Konika Minolta (Sensing, Japan),
a partir del cual se obtuvieron los valores de L* (luminosidad), a*(rojo - verde) y b* (azul -
amarillo). Los resultados se reportaron como un cambio de color (AE) con respecto al dia

inicial, de acuerdo con la ecuacién 2:
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AE=vVAL+Aa+Ab Ecuacién 2
Ddénde: AE es el cambio total de color, mientras que AL, Aa y Ab representan la diferencia
entre los valores de L*, a* y b* tomados el dia de la cosecha y los que se obtuvieron en

evaluaciones sucesivas (Gardesh et al., 2016).

4.8.4 Soélidos solubles totales (SST)

El contenido de SST se midié con ayuda de un refractémetro (Atago N-1E, Japdn) (0-32 %
en la escala °Brix). La evaluacidn se hizo en una alicuota de aproximadamente 0.3 mL de

jugo del fruto y, como como blanco se usé agua destilada para calibrar el equipo.

4.8.5 Acidez titulable (AT)

Una muestra de 20 g de fruto se macerd en 100 mL de agua destilada durante 5 minutos.
Posteriormente, la muestra se filtré y se tomé una alicuota de 5 mL, la cual se tituldé con
NaOH 0.1 N; la reaccién termind cuando la muestra alcanzé un pH de 8.3. El porcentaje de
acidez titulable (% AT), se reporto en funcién del acido organico predominante, en el caso
del higo es el acido citrico (peso en miliequivalente= 0.006404), y se calculé usando la

ecuacion 3:

(ml NaOH)x (N NaOH miniequivalentes)x (miniequivalentes Ac.Citrico)x (volumen total)

%AT=

(volumen alicuota)(peso de la muestra)

Ecuacion 3
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4.9 Variable fisioldgica
4.9.1 Respiracion

La respiraciéon se midié a través del contenido de CO; emitido por el fruto. Para ello los higos
se guardaron en envases de plastico sellados herméticamente con una tapa que contenia
un septo de goma de silicona. Después de 2 h a 25 + 2 °C, se tomd 1 mL del gas y se inyectd
en un cromatégrafo de gases 7890B CG (Agilent Technologies, U.S.A). El helio se empled
como gas acarreador a una velocidad de flujo de 1 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 (FID y TCD) fueron de 220, 300 y 250°C,
respectivamente. El inyector se mantuvo en modo Split 1:10. La respiracion se expresé en

mL CO; Kg-! h-! y se calculé mediante la ecuacién 6:

A%C02x10 x volumen libre del contenedor L ) 556 mL CO2

Ecuacion 6
1000mg

Respiracion =
p ( peso del fruto Kg x tiempo almacenamiento h

Donde; A%CO; = %CO, — 0.03% del aire y %CO2, se calculé de una curva estandar= (area

bajo la curva) 1,807.3 X —291.44

4.10 Variables bioquimicas

4.10.1 Antocianinas

El contenido de antocianinas se determiné de acuerdo con la metodologia propuesta por

Aguilera-Ortiz et al. (2009), Figueroa et al. (2015) y Kou et al. (2018). Esta consistié en
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macerar 20 mg de cdscara de higo con 6 mL de una solucién de 4cido clorhidrico al 35%,
agua destilada y metanol (HClI:H,0:MeOH en una proporcién 1:49:50). La mezcla se
centrifugd a 8,000 rpm en una centrifuga (Prism high speed microcentrifuge, USA) durante
10 min. Posteriormente se recuperd el sobrenadante en el que se midié su absorbancia a
520 nm en un espectrémetro (Genesys 10S UV-VIS, USA). El contenido de antocianinas se

calculd a través de la ecuacidn 4:

o mg Absorbancia * PM * 10° * 1.1
Antocianinas (—) =

kg/  &*peso de la muestra (mg) * MLycl.H20:Me0H

Ecuacion 4

Dénde: A es la absorbancia, PM el peso molecular de la cianidina -3 glucosido=449.2 g L'%;
108 es un factor de ajuste para obtener mg L}; 1.1 es el peso especifico de la solucién de
HCI:H20:MeOH (L kg); € corresponde al coeficiente de absortividad molar de la cianidina -
3 glucocido= 26,900 y mL de HCI:H20:MeOH es el volumen utilizado para macerar la

muestra.

4.10.2 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se evalué utilizando el ABTS* como radical libre , de acuerdo con
el método propuesto por Re et al. (1999) y Kuskoski et al. (2005). Después se empled una
curva estandar Trolox para su cuantificacion. El procedimiento consistiéo en macerar 1 g de
higo (piel y pulpa) con 6 mL de metanol al 80% (Reactivos Meyer, México), la mezcla se

centrifugd a 8000 rpm en una centrifuga (Prism, USA) durante 10 min recuperando el
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sobrenadante como fuente de antioxidantes. Estos se hicieron reaccionar con el radical
ABTS, el cual se prepard utilizando 16.5 mg de persulfato de potasio (Meyer, México), 25
mL de agua destilada y se dejo reposar por 24 h en oscuridad, para después mezclar 5 mL
de esta solucion con 19.2 mg del reactivo ABTS* 2,2’-Azino-bis(3ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt (SIGMA-ALDRICH, USA).

Una vez obtenido el radical, se ajusté su absorbancia a 0.7 con metanol, usando un
espectrometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Scientific, EUA) y se hizo reaccionar 1 mL de
este con 15 plL de la muestra. Después de seis minutos se cuantificd su absorbancia y se
calculd el porcentaje de reduccién del radical ABTS* a través de la ecuacién 5:

Absorbancia Inicial — Absorbancia minuto 6
%Reduccion del radical ABTS' =

Absorbancia inicial

Ecuacion 5

Adicionalmente se prepard una curva estandar del Trolox (%)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-chromane-2-carboxylic acid (SIGMA-ALDRICH, USA) en un intervalo de
concentraciones de 0 a 22 uM. Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante

equivalentes a Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés).

4.11 Incidencia y severidad

El efecto antifungico del RC contra A. alternata se midié a través de la incidencia y severidad

de la enfermedad sobre el fruto. La incidencia se calculé por la cantidad de higos infectados
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respecto al total de higos que conformaban la unidad experimental, como lo muestra la

ecuacion 7.

. . Frutos infectados .,
% de Incidencia = ~Total de frutos x 100 Ecuacion

7
La severidad del dano se determiné calculando la media de acuerdo al porcentaje de dano

de cada fruto infectado, mediante la ecuacion 8.

. % infeccion fruto 1 + % infeccién fruto 2 ..n .
% Severidad = Ecuacion 8
L Total de frutos infectados

4.12 Analisis estadistico.

Los datos se analizaron a través de un analisis de varianza (ANOVA) con arreglo factorial.
Las medias de los valores se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05) y se utilizé el
software SigmaPlot 12.0 (EE UU). Los factores evaluados fueron: a) el tipo de recubrimiento
con 5 niveles (grupo testigo, recubiertos, tratamiento preventivo, tratamiento curativo e
inoculados), b) tiempo de almacenamiento con 6 niveles (dia 0, 4, 10, 15, 21y 22/23), c)
estados de madurez con dos niveles (maduros e inmaduros) y d) temperatura de

almacenamiento con dos niveles (5y 20 °C).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion estructural del recubrimiento por MEB

El RC mostré una estructura rugosa, uniforme y sin fracturas en su corte transversal (Figura
5 A-B). Mientras que en la superficie del RC se observé una matriz heterogénea, porosa,
rugosa y con presencia de cristales (Figura 5 C-D). Las caracteristicas antes descritas podrian
deberse a la composicion de las fases (oleosa y acuosa) de la emulsién que dio origen al RC.
La presencia de poros es importante, ya que puede favorecer el intercambio gaseoso en el
fruto.

Hosseini et al. (2009), indicaron que el quitosano forma peliculas homogéneas, delgadas,
continuas y sin fracturas, pero al agregar aceites esenciales, se interrumpe la unién de las
cadenas de quitosano, debido a la hidrofobicidad de los aceites, provocando brechas de
evaporacion entre las cadenas del polimero, lo cual explica la estructura observada en la
pelicula formulada en este experimento. Por otra parte, Martinez et al. (2018) observaron
que al agregar aceite esencial de tomillo (Tymus capitatus) a una mezcla de quitosano al
2%, glicerol y tween 80, se tiene una textura poco homogénea, porosa, con aspecto de

esponja y presencia de orificios, pero mantiene su funcionalidad.
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0.50kV LED S 0.50kV LED

Figura 5. Micrografias del RC de quitosano, adicionado con extracto de jamaica y aceite
esencial de canela por MEB. A) Seccién transversal, B) seccidn transversal y lateral, C)
seccion lateral y D) seccion lateral.

5.2 Variables de calidad asociadas con la apariencia del fruto

5.2.1 Pérdida de peso

Todos los frutos perdieron peso de manera gradual y significativa (p< 0.001) a lo largo del
almacenamiento a 5 °Cy durante su aclimatacién a 20 °C; esto debido al proceso natural de

transpiracion, mismo que provoca pérdida de aguay por lo tanto pérdida de peso (Vazquez-
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Briones y Guerrero-Beltran, 2013). Ademas, se observaron diferencias (p< 0.001) en la
pérdida de peso de los frutos por efecto de su madurez (Anexo 1), los higos inmaduros
perdieron en promedio 5.5% mds peso que los maduros al final del almacenamiento.
También se observaron diferencias en la pérdida de peso de higos inmaduros por los
tratamientos aplicados. Por ejemplo, los frutos inoculados con Alternaria alternata y
aquellos en los que se aplico el tratamiento de manera curativa, perdieron 11% mds peso
gue el resto de los higos inmaduros. Mientras que, en frutos maduros su pérdida se

mantuvo sin cambios, independientemente del tratamiento aplicado (Figura 6).

El comportamiento descrito en higos inmaduros infectados por A. alternata, se debe a que
el hongo causa un dafio en el tejido y en consecuencia se incrementa su pérdida de agua
(Cantin et al., 2011), contrario a lo que se observa cuando el recubrimiento se coloca sobre
el fruto como tratamiento preventivo. El recubrimiento evito el deterioro del higo al formar
una barrera como lo menciona Shan et al. (2007), y debido a la mezcla de compuestos
bioactivos presentes en este, tales como el cinamaldehido en el aceite esencial de canela 'y
el quitosano, el cual tiene la capacidad de reducir el crecimiento y esporulacién de A.
alternata (Lépez-Mora et al., 2013). Una pérdida de peso similar a la de la presente
investigacion ha sido reportada en higo tratado con un recubrimiento a base de soya, donde
los frutos perdieron 7 % después de 21 dias de almacenamiento a 0 °C (Villalobos et al.,

2016).
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Figura 6. Pérdida de peso (%) en frutos de higo inmaduros (A) y maduros (B), almacenados
21diasa5+1°Cydespuésa20+1°Cporldialos madurosy 2 dias losinmaduros. Frutos
de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica y aceite esencial de
canela (recubierto) (=), frutos recubiertos e inoculados con A. alternata (preventivo)(

¥ ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos (curativo) (=2 ), frutos
inoculados con A. alternata (—=—) y el grupo testigo ( —e=). Las barras verticales
representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

5.2.2 Firmeza

Hubo una reduccion gradual y significativa (p< 0.001) en la firmeza de los higos a través del
tiempo (Anexo 2), sin importar el tratamiento aplicado ni su estado de madurez, lo que se
puede explicar a través de la pérdida de agua del producto por transpiracion. Se destaca
gue, en el estado inmaduro de los higos, hubo mayor variabilidad en su firmeza en el dia
cero; esta variabilidad puede atribuirse a la manipulacién que sufrié cada grupo al aplicar

los tratamientos, ya que el grupo testigo que fue el menos manipulado, obtuvo la mayor
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Figura 7. Firmeza (Newtons) en frutos de higo inmaduros (A) y maduros (B), almacenados
21diasa5+1°Cydespuésa20+t1°Cporldialos madurosy 2 diaslosinmaduros. Frutos
de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica y aceite esencial de
canela (recubierto) (—©—), frutos recubiertos e inoculados con A. alternata (preventivo)(
¥ ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos (curativo) (=2 ), frutos
inoculados con A. alternata (——) y el grupo testigo ( —e=). Las barras verticales
representan la DE. (Tukey, a = 0.05).
firmeza. Asi mismo y de acuerdo con los resultados obtenidos, ni el recubrimiento ni la
presencia de A. alternata, influyeron negativamente sobre este pardmetro de calidad
(Figura 7). Respecto a la reduccion de la firmeza, Allegra et al., (2017) reporté un

comportamiento similar, observando una reduccién del 50 % en la firmeza del higo tratado

con un recubrimiento a base de nopal y almacenados a 4 °C por 14 dias.
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5.2.3 Cambio de color (AE)

Los cambios de color en los frutos fueron significativamente diferentes (p< 0.001) por efecto
de los estados de madurez (Anexo 3), por ello se describira el comportamiento de cada uno
de ellos. En higos maduros, la diferencia entre el valor del dia final con respecto al inicial,
fue de 35 %. Ademas, en estado maduro los frutos del grupo testigo y los inoculados con A.
alternata son los que presentaron los mayores cambios de color. Esto se debe a que el grupo
testigo no cuenta con la barrera protectora que brinda el recubrimiento (Dhall, 2013), lo
que provoca que los frutos estén mas expuestos y sufran una maduracion y deterioro mas
acelerado, y esto puede provocar los mayores cambios de color. Por otra parte, la presencia
de A. alternata causa dafios que inducen a la pudricidn de la fruta (Latinovic et al., 2014).
Esto acelera el metabolismo y la maduracion, que provocan que el cambio de color en el
fruto sea mas perceptible.

En higos inmaduros no se observaron diferencias entre el color del dia inicial y al término
del almacenamiento a causa de los tratamientos, ni por la temperatura de almacenamiento
(5 y 20 °C). (Figura 8). Esto debido a que los frutos cosechados antes de la madurez
comercial, ya no sufren cambios de color considerables como fue reportado por Flaishman
et al. (2008). Resultados similares se obtuvieron al evaluar frutos de higo recubiertos con
una pelicula de alginato en combinacién con quitosano y almacenados a 6 °C por 15 dias,

reportandose un AE de 1.33 unidades (Reyes-Avalos et al., 2016).
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Figura 8. Cambios de color (AE) en frutos de higo inmaduros (A) y maduros (B), almacenados
21 diasa5+1°Cydespuésa20+1°Cpor1dialos madurosy 2 dias los inmaduros. Frutos
de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica y aceite esencial de
canela (recubierto) (—®—), frutos recubiertos e inoculados con A. alternata (preventivo)(

¥ ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos (curativo) (=2 ), frutos
inoculados con A. alternata (——) y el grupo testigo (=—e=). Las barras verticales
representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

5.2.4 Solidos Solubles Totales (SST)

El contenido de SST en los higos, fue diferente (p<0.001) en cada estado de madurez (Anexo
4). Los higos maduros tuvieron en promedio 2.4% mds SST que los inmaduros. Este
contenido esta asociado a la mayor concentracion de sacarosa, glucosa, fructosa y otros
oligosacaridos presentes en higos maduros comparados con higos inmaduros (Aljane et al.,
2007 y Crisosto et al., 2010). También se observé que, en estado inmaduro los higos

tratados con un recubrimiento alcanzaron en promedio la mayor concentracion de SST (12
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%). Mientras que, en higos maduros los frutos inoculados con A. alternata y después
recubiertos (tratamiento curativo), fueron los que presentaron los valores mas altos
(14.4%). En ambos casos, el recubrimiento estd involucrado con el incremento en SST. Esto
posiblemente se deba a que el recubrimiento, al disminuir el intercambio gaseoso y la
transpiracion (De Ancos et al., 2015), asi como también la presencia de A. alternata,
ocasionen un ligero estrés que acelere la maduracién y con ello se incrementen la cantidad

de SST en el fruto (Cuadro 2).

Durante el periodo de almacenamiento a 5 °C y la aclimatacidon a 20 °C, también se
observaron diferencias en los SST, sin embargo, no se muestra una tendencia clara de
incremento o disminucién en su concentracion (Cuadro 2). Esto pudiera atribuirse a que los
higos una vez que se cosechan, presentan una moderada tasa de produccion de etileno
(Kader 2003), por lo que el proceso de maduracion es muy lento y la concentracién de SST
no incrementa considerablemente. Entonces las diferencias observadas a través del tiempo,
pudieran atribuirse solo a la variabilidad de los frutos muestreados. Alturki (2013), evalué
el efecto de empaques con distinta composicidn de gases en su interior en la conservacion
de higos almacenados a 4 °C por 42 dias, reportando un contenido de SST cercano al 16 %,

los cuales no son distantes a los obtenidos en esta investigacion.
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Cuadro 2. Solidos solubles totales (%) en frutos de higo

TRAT DIA 00 DIiA 04 DIA 10 DIA 15 DIA 21 DIA 23
INMADUROS
Tl 09.90+0.56ABa 11.30+0.30BCa 12.20+0.72Ca 12.40+0.72Ca  8.87+0.90 Aa 9.93 + 0.70 ABab
T2 10.80+1.40Aab 12.87+1.10Aba 13.67+0.42Ba 12.40+1.06 ABa 10.87+0.42Aa  12.00 + 0.80 ABb
T3 12.93+1.03 Ab 12.33+1.17 Aa 11.13 £ 2.00 Aa 11.40+0.72Aa 12.67+0.23Aa 10.27 + 0.50 Aab
T4 10.73+0.50Aab  11.60+ 1.22 Aa 10.33 + 1.36 Aa 11.13+0.95Aa 11.80+3.03 Aa 9.80 + 0.53 Aa
TS 12.27+0.76 Aab  12.07 + 1.21 Aa 11.13+1.10 Aa 10.33+1.17Aa 11.60+1.25Aa 11.00+1.20 Aab
MADUROS
Tl 13.07+0.31Aa 13.33+1.33Aab  12.20+0.20 Aa 13.27+0.90Aa 14.13+0.70Aa  13.60 % 0.72 Abc
T2 15.13+1.03Ba 13.10+ 1.28 Aba  12.73+0.46 ABa 13.53+1.27ABa 13.13+1.60ABa 11.40+ 1.20 Aab
T3 13.63+1.00ABa 14.47 +0.83Bab  16.47 + 0.64 Bb 14.53+2.02Ba 14.27+1.22Ba  10.80+0.69 Aa
T4 13.27+1.60 Aa 15.13+1.10 Aab  16.00 + 0.20 Ab 13.87+1.50Aa 14.33+1.72Aa 14.07 +1.01 Ac
TS 14.27+0.50ABa 16.20+0.87 Bb 17.10+ 1.35Bb 15.27+0.90Ba 10.87+2.32Aa 11.07+1.17 Aab

Higos almacenados 21 diasa 5+ 1 °Cy después a 20 £ 1 °C por 1 dia los maduros y 2 dias los inmaduros. T1= Grupo testigo. T2=
Higos tratados con un recubrimiento de quitosano adicionado con extracto de jamaica y aceite esencial de canela (recubierto).
T3= Higos recubiertos y después inoculados con Alternaria alternata (preventivo). T4= Higos inoculados y después recubiertos
(curativo). T5= Higos inoculados. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Letras mayusculas comparan
dias y letras minusculas comparan tratamientos. (Tukey, a = 0.05).
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5.2.5 Acidez titulable (AT)

La AT del fruto fue diferente (p< 0.001) segun el estado de madurez en el que fue cosechado
(Anexo 5). Se observd que los frutos maduros fueron 0.02 % menos 4acidos que los
inmaduros. Esto es debido a que, durante el proceso de maduracidn el almiddn se convierte
en azlcares y el contenido de SST aumenta, disminuyendo asi la acidez del fruto (Marpudi
et al., 2013). Los higos son considerados climatéricos, debido a que el etileno induce su
maduracién (Marei y Crane, 1971). Sin embargo, una vez que los higos fueron cosechados
y almacenados a 5 °C, solo hubo diferencias (p< 0.001) en el dia cuatro con respecto al dia
cero en ambos estados de madurez; a partir de entonces, los frutos ya no sufrieron cambios

significativos (Figura 9).

En el periodo de aclimatacidn, se observé un ligero incremento de la AT en ambos estados
de madurez. El incremento en la AT puede estar relacionado a la descomposicién del fruto,
ya que al final del periodo de aclimatacién, A. alternata mostrd un crecimiento sobre los
frutos superior al 50 %. El dafio causado por el hongo inicié un proceso de fermentacion,
gue se puede asociar con la produccion de acidos organicos (Canibe y Jensen, 2012), lo que
explica el incremento en la AT. Los tratamientos por su parte, no cambiaron la AT de los
frutos de forma significativa en ninguno de los dos estados de madurez evaluados. Datos
similares a los obtenidos en este experimento fueron reportados por Haciy Ozcan (2018) al
evaluar diferentes empaques y dosis de ozono en higos almacenados durante 14 dias a 4

°C, el valor promedio fue de 0.19 % de acidez titulable.
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Figura 9. Acidez titulable (%) en frutos de higo inmaduros (A) y maduros (B), almacenados
21diasa5+1°Cydespuésa20+1°Cporldialos madurosy 2 dias los inmaduros. Frutos
de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica y aceite esencial de
canela (recubierto) (—©—), frutos recubiertos e inoculados con A. alternata (preventivo)(

¥ ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos (curativo) (=2 ), frutos
inoculados con A. alternata (—=—) y el grupo testigo (=e=). Las barras verticales
representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

5.3 Variable fisioldgica

5.3.1 Respiracion

La respiracion de los frutos incrementd de manera gradual durante el almacenamiento a 5
°C y hubo una disminucién durante la aclimatacion a 20 °C en ambos estados de madurez.
La disminucién en la respiracién podria deberse a que los frutos iniciaron la etapa de

senescencia por ser muy perecederos, como fue reportado por Karabulut et al., (2009).
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También hubo diferencias (p< 0.001) en la respiracién del higo por efecto de los estados de
madurez (Anexo 6). Los frutos inmaduros, respiraron en promedio 2.5 veces mas que los
maduros. Igualmente, los tratamientos causaron diferencias (p< 0.001) en ambos estados
de madurez. Estas diferencias son mds notorias en estado inmaduro, donde los higos
inoculados con A. alternata y los higos con el tratamiento curativo, registraron los valores

mas altos (Figura 10).

La presencia de A. alternata tiene una influencia directa, causa lesiones y podredumbre en
el fruto como lo reporté Coviello et al. (2009). Este dafo es el que provoca el incremento
en la respiracion. El tratamiento curativo por su parte, no fue capaz de contrarrestar los
efectos del patégeno, por lo que la respiracidon también es alta. Por el contrario, cuando el
recubrimiento se aplica de manera preventiva, es capaz de contrarrestar los efectos del
patdégeno y como consecuencia evita el deterioro e incremento en la respiracidon. Esto
gracias a la funcion antimicrobiana del cinamaldehido presente en el aceite esencial de

canela y los grupos aminos que posee el quitosano (Escamilla-Garcia, 2017).

Por ultimo, a excepcidn de los higos inoculados y los tratados de manera curativa, los datos
obtenidos durante el almacenamiento a 5 °C fueron similares a los reportados por Baldoni
et al. (2016). En ese estudio se evaluaron higos almacenados a 5 °C durante 16 dias y
recubiertos con quitosano, cera de abeja y aceites esenciales de canela y limédn,

reportandose una respiraciéon de 69.4 a 86.9 mL de CO; kg h't.
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Figura 10. Respiracién (mL de CO; kg h'..) en frutos de higo inmaduros (A) y maduros (B),
almacenados 21 diasa 5+ 1 °C y después a 20 = 1 °C por 1 dia los maduros y 2 dias los
inmaduros. Frutos de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica y
aceite esencial de canela (recubierto) (—©—), frutos recubiertos e inoculados con A.
alternata (preventivo)( —¥— ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos
(curativo) (—2— ), frutos inoculados con A. alternata (—=— ) y el grupo testigo ( —e=). Las
barras verticales representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

5.4 Variables bioquimicas

5.4.1 Antocianinas

El estado de madurez en que los higos fueron cosechados provocé diferencias (p< 0.001) en
el contenido de antocianinas (Anexo 7). Los frutos maduros tuvieron en promedio 50 % mas
contenido de antocianinas que los inmaduros. El incremento probablemente se deba a que,
en la ultima etapa de maduracion los higos sufren un cambio de color (Mareiy Crane, 1971),

que estd asociado con el incremento en el contenido de antocianinas (Solomon et al., 2006).
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Ademas, se observo un incremento gradual de antocianinas durante el almacenamiento a
5 °C en ambos estados de madurez. Por otra parte, durante la aclimatacién a 20 °C, la
mayoria de los frutos sufrieron un decremento de antocianinas, a excepcion de los higos
inoculados y el grupo testigo en higos inmaduros, y los inoculados en los frutos maduros
(Figura 11). Esto se debe a que las antocianinas, ademads de ser responsables del color y de
tener capacidad antioxidante, también pueden actuar como agentes antimicrobianos (Jin-
Ming et al., 2003). Es por eso que, durante la aclimatacién los frutos inoculados y sin
recubrimiento, produjeron mas antocianinas, como un mecanismo de defensa del fruto al

presentarse un mayor desarrollo de A alternata.

Por otra parte, a pesar del alto contenido de antocianinas que posee la jamaica (Medina-
Carrillo et al., 2013), la concentracion que se utilizé en el recubrimiento no modificé el
contenido de estos metabolitos en los higos evaluados (72-103 y 91-170 mg kg* en higos
inmaduros y maduros, respectivamente). Caliskan y Polat (2011) evaluaron el contenido de
antocianinas de varios cultivares de higos maduros, reportando que, en frutos de color
purpura el contenido vario de 32.3 a 356 mg kg™, con un valor promedio de 128.4 mg kg™,

datos que coinciden con los obtenidos en esta investigacion.
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Figura 11. Contenido de antocianinas (mg kg™) en frutos de higo inmaduros (A) y maduros
(B), almacenados 21 diasa 5+ 1 °Cy despuésa 20 + 1 °C por 1 dia los maduros y 2 dias los
inmaduros. Frutos de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica
y aceite esencial de canela (recubierto) (—©—), frutos recubiertos e inoculados con A.
alternata (preventivo)( —¥ ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos
(curativo) (=2 ), frutos inoculados con A. alternata (—=— ) y el grupo testigo ( —e=). Las
barras verticales representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

5.4.2 Capacidad antioxidante

No se observaron diferencias significativas entre la capacidad antioxidante de los frutos por
efecto del estado de madurez ni por los tratamientos aplicados. Las diferencias (p< 0.001)
se dieron a lo largo del almacenamiento a 5 °C y durante la aclimatacién a 20 °C en ambos
estados de madurez (Anexo 8). Por lo que las diferencias observadas pudieran atribuirse

solo a la variabilidad de los frutos muestreados.
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Se destaca que al final del periodo de aclimatacion, los frutos inoculados con A. alternata
(sin recubrimiento), presentaron la mayor capacidad antioxidante en ambos estados de
madurez (Figura 12). Al respecto se ha reportado que las plantas responden a la infeccion
por patdgenos, produciendo especies reactivas de oxigeno (ERO) (Benezer—Benezer, 2008).
El aumento de las ERO es lo que estimula la sintesis de moléculas que actian como
antioxidantes, en consecuencia, se cuantifica un aumento en la capacidad antioxidante

(Ventura-Aguilar et al., 2013).

Los resultados obtenidos en esta investigacidn se encuentran dentro del intervalo de datos
reportados por Solomon et al. (2006), que al evaluar la capacidad antioxidante de la pulpa
la piel y el fruto completo de seis variedades de higos, observaron una variacidon desde 0.20

hasta 19.8 u mol g* al mediar la decoloracion del extracto por ABTS.
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Figura 12. Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) (1 mol g) en frutos de higo
inmaduros (A) y maduros (B), almacenados 21 diasa 5+ 1 °Cy después a 20+ 1 °C por 1dia
los maduros y 2 dias los inmaduros. Frutos de higo recubiertos con quitosano adicionado
con extracto de jamaica y aceite esencial de canela (recubierto) (—©—), frutos recubiertos
e inoculados con A. alternata (preventivo)( —¥ ), frutos inoculados con A. alternata y
después recubiertos (curativo) (=2 ), frutos inoculados con A. alternata (—=— ) y el grupo
testigo ( —e=). Las barras verticales representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

5.5 Incidencia y severidad

Se observaron diferencias (p< 0.001) en la incidencia de la enfermedad causada por A.
alternata entre los higos maduros e inmaduros (Anexo 9). Se destaca que, en higos
inmaduros no se presentd la enfermedad durante el almacenamiento a 5 °C. Mientras que
en frutos maduros si se observd la presencia del patégeno el Ultimo dia del

almacenamiento, aun en condiciones de refrigeracién. Al iniciar el periodo de aclimatacién
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a 20 °C, los frutos inmaduros también fueron afectados por el hongo, pero la incidencia fue
significativamente mayor (p< 0.001) en frutos maduros durante todo el periodo de
aclimatacién. Los tratamientos por su parte, solo tuvieron efecto en frutos inmaduros,

donde el grupo testigo tuvo la menor incidencia de la enfermedad.

La severidad del dafio causado por el patégeno también se vio afectada por la madurez del
fruto (Anexo 10). Los frutos maduros sufrieron mayor dafio que los inmaduros durante el
almacenamiento a 5 °C y la aclimatacién a 20 °C. Al finalizar la evaluacién (dia 24), en los
frutos maduros, la severidad de la enfermedad fue 22.7 % mayor que la de los inmaduros
(Figura 13). Los tratamientos por su parte, no mostraron un efecto sobre la severidad con
la que se manifesté A. alternata en los frutos. También se observd que la temperatura
influyd de manera directa en el desarrollo de A. alternata. Las bajas temperaturas
retrasaron el crecimiento del hongo, pues a pesar de que puede desarrollarse en un
intervalo de 2 a 32 °C, su temperatura éptima oscila entre 25y 28 °C (Pontén et al. 2002).
Mientras tanto, los higos inmaduros poseen menor cantidad de azucares y mayor firmeza
con respecto a los maduros (Crisosto et al., 2010), esto genera condiciones no éptimas para
el desarrollo de patégenos, lo que explica que en los higos maduros la incidencia y severidad

Sea mayor.

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, Cantin et al. (2011) reporté que

los higos maduros tratados con diéxido de azufre y almacenados a 0 °C por 7 dias, el
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crecimiento de A. alternata no ocurre. Sin embargo, durante el periodo de aclimatacion a
20 °C por 4 dias, el diéxido de azufre fue capaz de reducir la incidencia del patégeno en higo

en un 15 % respecto al control.
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Figura 13. Incidencia y severidad (%) de la enfermedad causada por A. alternata en frutos
de higo inmaduros (A) y maduros (B), almacenados 21 diasa 5+ 1 °Cy despuésa 20+ 1 °C
por 4 dias. Frutos de higo recubiertos con quitosano adicionado con extracto de jamaica y
aceite esencial de canela (recubierto) (—©—), frutos recubiertos e inoculados con A.
alternata (preventivo)( —¥— ), frutos inoculados con A. alternata y después recubiertos
(curativo) (=2 ), frutos inoculados con A. alternata (—— ) y el grupo testigo ( —e=). Las
barras verticales representan la DE. (Tukey, a = 0.05).

56



6 CONCLUSIONES

El RC presentd una estructura rugosa, porosa y heterogénea, que probablemente favorecié
el intercambio gaseoso y de agua en el fruto.

De manera general, los RC evaluados tuvieron un mayor impacto en la conservacién de la
calidad, variables bioquimicas y respiracién, en higos inmaduros.

En higos inmaduros, el RC y RC preventivo, disminuyeron la pérdida de peso, cambio de
color, AT, respiracidon y contenido de antocianinas, en comparacién con el grupo testigo.
Mientras que la firmeza, capacidad antioxidante, incidencia y severidad causada por A.
alternata, mostrd una tendencia similar al grupo testigo.

Los higos maduros tratados con RC, RC preventivo y RC curativo, fueron los que menos
cambios de color tuvieron a través del tiempo, comparado con el resto de los tratamientos.
Mientras que el resto de las variables evaluadas, se comportaron igual que el grupo testigo.
La incidencia y severidad de A. alternata en frutos inmaduros no ocurrié a 5 °C contrario a
lo que se observod en frutos maduros. Mientras que a 20 °C se manifestd la infeccidén en
ambos estados de madurez, siendo considerablemente mayor en higos maduros. Ademas,
el RC no tuvo efecto sobre el control de la incidencia y severidad de la enfermedad causada

por A. alternata, observdndose un comportamiento similar al grupo testigo.
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7 PERSPECTIVAS

Incrementar la concentracién de compuestos antimicrobianos en la formulacién utilizada y
evaluarlo de manera preventiva en frutos de higo en estado inmaduro, ya que es donde
esta tecnologia tuvo mayor efecto.

Incluir un analisis de costos para su comercializacidn en etapas posteriores.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza de la pérdida de peso en higo

Fuente de variacion  GL

TRAT 4
DIA 5
MADUREZ 1
TRAT x DIA 20
TRAT x MADUREZ 4
DIA x MADUREZ 5
TRAT x DIA x MADUREZ20
Residual 120
Total 179

SC

438.461
3319.066
340.312
202.664
423.845
147.374
181.165
367.574
5420.461

CM

109.615
663.813
340.312
10.133
105.961
29.475
9.058
3.063
30.282

F

35.786
216.712
111.100

3.308
34.593
9.622
2.957

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.

Anexo 2. Andlisis de varianza de la firmeza en higo

Fuente de variacion GL

TRAT 4
DIA 5
MADUREZ 1
TRAT x DIA 20
TRAT x MADUREZ 4
DIA x MADUREZ 5
TRAT x DIA x MADUREZ20
Residual 480
Total 539

SC

265.493
5429.222
1333.213

306.492

63.447

461.391

174.137
1598.480
9631.875

C™M

66.373
1085.844
1333.213

15.325

15.862

92.278

8.707
3.330
17.870

19.931
326.063
400.344

4.602
4.763
27.710
2.615

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.
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Anexo 3. Analisis de varianza de los cambios de color en higo

Fuente de variacion  GL

Trat 4
Dia 4
Madurez 1
Trat x Dia 16
Trat x Madurez 4
Dia x Madurez 4
Trat x Dia x Madurez 16
Residual 400
Total 449

SC

17.570
153.395
79.691
87.000
36.376
47.723
110.831
959.792
1492.378

CM

4.393
38.349
79.691

5.437

9.094
11.931

6.927

2.399

3.324

F

1.831
15.982
33.212

2.266

3.790

4,972

2.887

0.122
<0.001
<0.001

0.004

0.005
<0.001
<0.001

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.

Anexo 4. Analisis de varianza de SST en higo

Fuente de variacion GL

TART 4
DIA 5
MADUREZ 1
TART x DIA 20
TART x MADUREZ 4
DIA x MADUREZ 5
TART x DIA x MADUREZ20
Residual 120
Total 179

SC

16.874
75.500
262.813
54.594
28.933
10.525
137.831
155.420
742.490

M

4.219
15.100
262.813
2.730
7.233
2.105
6.892
1.295
4.148

3.257
11.659
202.918
2.108
5.585
1.625
5.321

0.014
<0.001
<0.001

0.007
<0.001

0.158
<0.001

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.
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Anexo 5. Analisis de varianza de la acidez en higo

Fuente de variacion  GL

TRAT 4
DIA 5
MADUREZ 1
TRAT x DIA 20
TRAT x MADUREZ 4
DIA x MADUREZ 5
TRAT x DIA x MADUREZ20
Residual 120
Total 179

SC

CM F

0.00343 0.000856 2.097
0.0971 0.0194 47.547
0.0162 0.0162 39.784
0.0196 0.000978 2.394
0.0124 0.00310 7.603
0.0158 0.00316 7.728
0.0194 0.000969 2.372
0.0490 0.000408

0.233 0.00130

0.085
<0.001
<0.001

0.002
<0.001
<0.001

0.002

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.

Anexo 6. Andlisis de varianza de la respiracion del higo

Fuente de variacion  GL

Trat 4
Dia 5
Madurez 1
Trat x Dia 20
Trat x Madurez 4
Dia x Madurez 5
Trat x Dia x Madurez 20
Residual 120
Total 179

SC

175003.200
75745.448
165722.543
33085.675
116405.734
33302.776
19641.572
42719.662
661626.608

CM

43750.800 122.896 <0.001
15149.090 42.554 <0.001
165722.543 465.516 <0.001

1654.284

4.647 <0.001

29101.433 81.746 <0.001
6660.555 18.710 <0.001

982.079
355.997
3696.238

2.759 <0.001

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.
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Anexo 7. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas del higo

Fuente de variacion  GL

Trat 4
Dia 5
Madurez 1
Trat x Dia 20
Trat x Madurez 4
Dia x Madurez 5
Trat x Dia x Madurez 20
Residual 120
Total 179

SC

44913.577
209644.456
88985.359
65081.993
23346.203
7109.588
49700.726
41084.365
529866.267

CM F P
11228.394 32.796 <0.001
41928.891 122.467 <0.001
88985.359 259.910 <0.001

3254.100 9.505 <0.001
5836.551 17.048 <0.001
1421.918 4.153 0.002
2485.036 7.258 <0.001

342.370

2960.147

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.

Anexo 8. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante del higo

Fuente de variacion  GL

Trat 4
Dia 5
Madurez 1
Trat x Dia 20
Trat x Madurez 4
Dia x Madurez 5
Trat x Dia x Madurez 20
Residual 300
Total 359

SC

42.737
1246.360
12.822
622.985
44.720
572.804
411.516
1894.586
4848.530

CM

10.684
249.272
12.822
31.149
11.180
114.561
20.576
6.315
13.506

F

1.692
39.471
2.030
4.932
1.770
18.140
3.258

P

0.152
<0.001
0.155
<0.001
0.135
<0.001
<0.001

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.
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Anexo 9. Andlisis de varianza de la incidencia de A. alternata en higo

Fuente de variacion  GL

Trat 4
Dia 7
Madurez 1
Trat x Dia 28
Trat x Madurez 4
Dia x Madurez 7
Trat x Dia x Madurez 28
Residual 160
Total 239

SC

528.094
309333.106
11495.504
4731.043
1229.472
21368.506
4186.971
15156.920
368029.616

CM

132.023
44190.444
11495.504

168.966

307.368

3052.644
149.535
94.731
1539.873

F

1.394
466.485
121.349

1.784

3.245

32.224

1.579

P

0.239
<0.001
<0.001

0.014

0.014
<0.001

0.043

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.

Anexo 10. Andlisis de varianza de la severidad de A. alternata en higo

Fuente de variacion  GL

Trat 4
Dia 7
Madurez 1
Trat x Dia 28
Trat x Madurez 4
Dia x Madurez 7
Trat x Dia x Madurez 28
Residual 160
Total 239

SC

102.500
20727.917
1500.000
307.500
16.667
3341.667
216.667
4683.333
30896.250

M

25.625
2961.131
1500.000

10.982

4.167
477.381
7.738
29.271
129.273

F

0.875
101.163
51.246
0.375
0.142
16.309
0.264

)

0.480
<0.001
<0.001

0.998

0.966
<0.001

1.000

GL. Grados de libertad, SC. Suma de cuadrados, CM. Cuadrado medio, F. Valor de “F”

calculado y P. Probabilidad.
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