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RESUMEN
Los frutos de higo son ricos en fibra, antocianinas, carotenoides, flavonoides y
compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes. Sin embargo, son
perecederos y sufren contaminacion por el hongo Aspergillus flavus, que causa
pudricion al fruto y produce aflatoxinas con serios efectos negativos en la salud
humana. Actualmente, se buscan alternativas naturales para el control de este
hongo, como la aplicacién de cubiertas comestibles a base de compuestos no
téxicos, como el quitosano y propodleo. Aunado a esto, para potencializar el efecto
fungicida, se han sintetizado nanoparticulas de estos compuestos naturales. Los
objetivos de esta investigacion fueron entonces: 1) evaluar el efecto de diferentes
formulaciones nanoestructuradas de quitosano/propdleo en: a) el proceso de
maduracion de los frutos (pérdida de peso, firmeza, SST, color, produccién de CO:2
y etileno y actividad antioxidante), b) el desarrollo de A. flavus (incidencia y
severidad) y su produccién de aflatoxinas y c) la calidad sensorial (apariencia,
aroma, sabor y aceptacion), durante un tiempo de almacenamiento de 12 dias a 4
°C. Respecto al proceso de maduracion, las cubiertas nanoestructuradas, en
general, no influyeron negativamente en este proceso al término del
almacenamiento, ademas, en el caso de la actividad antioxidante, con respecto al
control, esta se incremento aproximadamente 30 % en los frutos de las cubiertas a
base de Q+NP+EP. En relacién al desarrollo de A. flavus, lo resultados mostraron
que los higos tratados con los recubrimientos de Q+NP, Q+NQ, Q+NP+NQ+EP y
Q+NQ+EP lograron inhibir notablemente el desarrollo del hongo, bajo condiciones

controladas de laboratorio y a nivel semicomercial, ademas, hubo una produccion



significativamente menor de aflatoxinas (15 — 41.33 ppb) en comparacion con los
frutos sin tratamiento (250 ppb), y en cuanto a la calidad sensorial, esta fue
aceptable entre los panelistas. Las cubiertas comestibles probadas pueden ser una
alternativa viable, segura y no toxica para la conservacion postcosecha y consumo

de los frutos de higo.
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ABSTRACT

Fig fruits are rich in fiber, anthocyanins, carotenoids, flavonoids and phenolic
compounds with antioxidant properties. They are perishable and are contaminated
by the fungus Aspergillus flavus, which causes rotting and produces aflatoxins with
serious negative effects on human health. Natural alternatives like the application of
edible coatings based on non-toxic compounds, such as chitosan and propolis are
being sought for the control of A. flavus. Further, to increase the fungicidal effect, we
made nanoparticles of these compounds. The objectives of this research were: 1)
evaluate the effect of different chitosan / propolis nanostructured formulations on: a)
the fruit ripening process (weight loss, firmness, TSS, color, CO2 and ethylene
production and antioxidant capacity), b) the development of A. flavus (incidence and
severity) and its production of aflatoxins and c) the sensory quality (appearance,
aroma, taste and acceptance), during a storage time of 12 days at 4 °C. The
nanostructured covers not affects the ripening process, at the end of the storage, in
addition, in the case of the antioxidant activity, with respect to the control, this
increased approximately 30% in the fruits of the covers based on Q + NP + EP.
Regarding the development of A. flavus, the figs treated with the coatings Q + NP,
Q + NQ, Q + NP + NQ + EP and Q + NQ + EP significantly decreased the
development of A. flavus. In addition, there was a significantly lower production of
aflatoxins (15-41.33 ppb) compared to the untreated fruits (250 ppb), and in terms

of sensory quality, this was acceptable among the panelists.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos que llegan a nuestra mesa pasan por diversos procesos, desde el
cultivo, la cosecha, el almacenamiento y el transporte, estando expuestos a diversos
contaminantes tanto naturales como sintéticos. Uno de ellos son las aflatoxinas, las

cuales han sido asociadas con el desarrollo de cancer (1).

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el afio
2015, se reportaron 8.8 millones de defunciones ocasionadas principalmente por
cancer pulmonar, colorrectal, gastrico, de mama y hepatico (2). Este ultimo es un
problema importante en México, ya que en el afio 2013 se reportaron 5,393
defunciones a causa de este padecimiento, o que equivale al 7.3 % del total de
decesos anuales. Dentro de las principales causas conocidas del cancer hepatico,
se encuentra la cirrosis, hepatitis By C, higado graso no alcohdlico y la aflatoxicosis.
Carvajal et al. (3) trabajaron con células cancerosas de higado y sefialaron que el

65 % de los tumores de higado tenian aductos de aflatoxinas.

Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas producidas por hongos del género
Aspergillus y su presencia puede ocurrir en cualquier parte del mundo, ya que
Aspergillus se desarrolla en condiciones de clima frio, templado, tropical o
subtropical y puede establecerse en un gran nimero de alimentos. Anteriormente,

se reporté que la presencia de este género de hongos era exclusivo de cereales



tales como, maiz, sorgo, trigo, avena y centeno; sin embargo, estudios recientes
han podido identificar aflatoxinas y estructuras de hongos productores de
micotoxinas en frutos caducifolios (4). Dentro de los principales frutos caducifolios
con alto valor nutricional se encuentra al higo (Ficus carica L.), el cual es un fruto
altamente perecedero y su vida de anaquel se ve perjudicada por la presencia de
hongos, los cuales disminuyen su calidad. Se ha reportado la presencia de A. flavus
en frutos de higo (5) y por consiguiente la presencia de aflatoxinas, disminuyendo

la calidad en los frutos y siendo un riesgo latente para el consumidor.

Se conocen diversos métodos para controlar el crecimiento de los hongos del
género Aspergillus en productos agricolas, los mas utilizados son los fungicidas
sintéticos; sin embargo, se han reportado efectos negativos serios en la salud
humana, entre los que destacan, trastornos del sistema neurolégico, infertilidad y
cancer (6). Debido a esto, se buscan alternativas naturales, las cuales inhiban el
crecimiento de estos hongos promotores de aflatoxinas y que a la vez sean seguras
para el consumo humano. Entre estos, el uso de cubiertas comestibles a base de
compuestos naturales, biodegradables y no téxicos, como el quitosano y el propdleo
han demostrado tener actividad antimicrobiana contra una gran diversidad de

hongos fitopatdgenos, incluyendo a los del género Aspergillus (7,8).



Para potencializar la actividad fungicida de estos compuestos naturales, se ha
propuesto la conversion de estos al tamafio hano para que a su vez sean incluidas
en formulaciones de cubiertas vegetales. Como resultado se observé una mayor
actividad antimicrobiana, ademas de mejorar algunas propiedades fisicas de las
cubiertas como el aumento en la resistencia y la flexibilidad, mejorando sus
caracteristicas de barrera, lo cual se traduce en una mayor conservacion del

producto hortofruticola (9, 10, 11).

En previos estudios realizados por Cortes-Higareda et al., (8) se evalu6 el efecto de
cubiertas nanoestructuradas de quitosano y/o propéleo sobre el desarrollo in vitro
de A. flavus y debido a los resultados prometedores que se obtuvieron, el siguiente
paso fue conocer el efecto de estas formulaciones nanoestructuradas sobre la
calidad de los frutos de higo y el desarrollo de A. flavus y su produccion de

aflatoxinas, durante el almacenamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 Frutos caducifolios

Los arboles caducifolios, son todos aquellos frutales que pierden su follaje en cierto
periodo del afio, tienen la caracteristica de producir frutos abundantes en ciertas
estaciones del afio, mientras disminuyen su produccién en otras. El higo es un fruto
caducifolio de importancia nutricional y econdmica en México y Su manejo
postcosecha ha sido ampliamente estudiado, asi como su susceptibilidad de
contaminacion por microrganismos durante sus etapas pre y postcosecha. Sin
embargo, los estudios que reportan la presencia de micotoxinas en frutos de higo

son limitados (12).

2.1.1 Higo

El higo es un fruto procedente del mediterraneo el cual se introdujo en México en el
siglo XV. México fue el productor nimero 18 de este fruto a nivel mundial con un
total de 7089 ton (13). Ademas, actualmente el estado de Morelos es el principal
productor de higos a nivel nacional siendo los principales municipios productores:
Ayala, Cuautla, Yautepec y Yecapixtla. Morelos posee una superficie total de este
cultivo de aproximadamente 783.5 ha y cada una registra un rendimiento promedio
anual de 5.4 ton; lo cual genera un valor de produccion superior a los 30 millones

de pesos al afo (14).



De acuerdo a la descripcion botanica de Nieto et al. (15) el higo es una
infrutescencia compleja de sabor dulce y forma ovalada, aperada o conica, formado
por una estructura principal que se denomina sicono, ademas, esta formado por un
receptaculo floral de consistencia blanda y carnosa, que posee en su interior una
gran cantidad de pequefios aquenios, cubiertos por una piel fina (Figura 1).
Asimismo, mencionan estos autores que el color de esta fruta depende del proceso
de maduracién, presentando tonos verdes en estados inmaduros y colores
morados, rojizos o negros cuando alcanzan un mayor estado de madurez (Figura
2) con un tamafio que oscila entre los 3 y 10 cm de largo y entre los 4 y 6 de
diametro, llegando a pesar entre 28 y 40 g. La produccion de frutos de higo ocurre
generalmente en verano y otofio mientras que la primera inflorescencia del afio

(breva), es producida durante la primavera (16).



region de abscision
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Figura 1. Estructura botanica del fruto de higo (17).

Figura 2. Diferentes estados de madurez de frutos de higo. 1. Madurez fisiolégica,

2. Madurez comercial, 3. Senescencia (18).



2.1.1.1 Valor nutricional del higo

El higo es un fruto de alto valor nutricional y es buena fuente de energia ya que 100
g de fruto contiene 17.25 g de hidratos de carbono simples. Uno de los nutrimentos
mas importantes en este fruto es el potasio, y la fibra (Tabla 1) de la cual se estima

que mas del 28% es fibra soluble (19).

Tabla 1. Contenido nutricional del higo (por cada 1009)

Nutrimento Cantidad Unidad
Energia 74 Kcal
Hidratos de carbono 17.25 g
Proteinas 0.75 g
Lipidos 0.75 g
Agua 79.11 %
Fibra 2.9 g
Sodio 30 mg
Potasio 232 mg
Calcio 35 mg
Hierro 0.37 mg
Fésforo 30 mg
Vitamina A 12.65 Mg ER
Vitamina C 1.75 mg




Solomon et al. (20) mencionan que el higo contiene compuestos biolégicamente
activos con poder antioxidante, entre los que destacan: carotenoides, antocianinas,
flavonoides y compuestos fendélicos como los acidos galico, clorogénico y cinamico.
Igualmente, afirman que estos compuestos fungen en el organismo como
antioxidantes,  antimutagénicos, anticarcinogénicos, antiinflamatorios vy
antimicrobianos, dependiendo el contenido de estos elementos del estado de
madurez del fruto, es decir que, a mayor estado de madurez, mayor contenido de
compuestos fendlicos y mas color (colores mas obscuros indican mayor contenido
de compuestos fendlicos). Por ejemplo, la variedad ‘Black Mission’ puede llegar a
contener hasta 5 veces mas antocianinas en comparacion con otras variedades
como ‘Chechick’ y la parte del fruto, el cual puede contener mas compuestos

fendlicos en la pulpa o en la piel.

2.1.1.2 Atributos de calidad en frutos de higo

Los atributos de calidad son las caracteristicas que pueden influir en la eleccion
inicial del producto y se consideran necesarias para cumplir con la satisfaccion del
consumidor, siendo las mas importantes la apariencia y la frescura (21). La
senescencia ligada al proceso de maduracion y la infeccidbn por microrganismos,
son factores que pueden disminuir la calidad de los frutos al modificar sus atributos
de calidad. Los higos senescentes, generalmente son rechazados por el

consumidor, debido a que entran en un proceso de fermentacion lo cual dafia su



calidad de forma rapida. Morton (22) menciona que el higo es altamente perecedero
ya que su periodo de vida de anaquel oscila entre 1y 2 dias a temperaturas de 20
°C, mientras que, a temperaturas de entre 2.2 y 5 °C pueden alcanzar los 30 dias
(17). Aunado a esto, el higo es un fruto que facilmente se contamina por diferentes

microorganismos durante su vida pre y postcosecha (23).

Para determinar la calidad de los frutos de higo, deben considerarse diferentes
atributos tales como: a) color, b) firmeza, c) solidos solubles totales (SST), d)
capacidad antioxidante y e) peso. Atributos que estan condicionados por aspectos

metabdlicos como f) la respiracion y produccion de etileno (24).

a) Color
El color se ha relacionado con la textura, aroma y sabor que se esperan en el
momento de consumo, por lo que se utiliza como un indicador de madurez. El
cambio de color es causado por la degradacion de la clorofila y la sintesis de
pigmentos fendlicos (antocianinas y flavonoles) (25). El color puede medirse con la
ayuda de instrumentos denominados “colorimetros”, los cuales se basan en la
utilizacion de espacios cromaticos uniformes (CIELAB), que permiten visualizar y

representar colores en tres dimensiones (L, a 'y b) (26).



b) Firmeza
La firmeza es un atributo que demuestra la frescura del producto y se define como
la fuerza necesaria para deformar la superficie de un fruto. Esta se determina a
través del uso de un penetrometro (o texturémetro), que mide la resistencia de rotura

y es muy utilizado para evaluar la calidad durante el almacenamiento (27).

c) SST
La cantidad de azucares que poseen los frutos de higo es otro atributo de calidad
ampliamente estudiado y puede estimarse a través de la determinacién de los SST,
donde se utiliza el indice refractométrico a través de un refractdmetro automatico y
se expresa en grados Brix (°Brix). Entre mayor cantidad de °Brix, mayor contenido

de azlcares tendra el fruto (28).

d) Capacidad antioxidante
La evaluacion de la capacidad antioxidante en frutos de higo se utiliza para medir
los compuestos fendlicos, los cuales son metabolitos esenciales para el crecimiento
y reproduccion de las células vegetales, que actian como agentes protectores

frente a microorganismos patdgenos (29).

e) Pérdida de peso
Durante la postcosecha, se pierde agua de forma natural, disminuyendo la calidad
del fruto. La mayor pérdida de agua se debe al almacenamiento en lugares con

atmosferas con humedades relativas muy bajas. La pérdida de peso es una
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evaluacion muy utilizada para estimar la pérdida de agua en frutos de higo, ya que

cerca del 80 % de su peso es agua (30).

f) Respiracion y produccion de etileno
El proceso de senescencia perjudica en gran medida la calidad de los frutos de higo
y existen diversos factores que pueden acelerarlo; la actividad respiratoria es uno
de ellos la cual se define como la oxidacion de los azlcares para obtener anhidrido
carbonico, agua y energia, generando un aumento de temperatura, que puede
afectar al fruto. Una actividad respiratoria elevada implica que el tiempo de vida atil
sea mas corto. Otro factor que favorece el proceso de senescencia es la produccién
de etileno. El etileno es una hormona vegetal cuya funcidn es acelerar el
metabolismo del fruto, por lo que estd implicado en el proceso de senescencia. Su
produccion puede estar favorecida por dafios mecénicos sobre el tejido vegetal,
aumento de la temperatura o la contaminacién por microorganismos. En los frutos
climatéricos como el higo, esta hormona ayudara en los procesos de maduracion,

mientras que en los no climatéricos acelerara la senescencia (24).

2.2 Incidencia de microorganismos postcosecha en frutos de higo

Los frutos de higo son altamente perecederos y necesitan de un cuidado especial
durante su cultivo, cosecha y almacenamiento. La temperatura de almacenamiento
y la presencia de microorganismos fitopatdgenos son factores importantes que

pueden disminuir su calidad y periodo de vida util (12). El higo es un fruto propenso
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a sufrir contaminacién por microorganismos, ya que posee un alto contenido de
azucares y agua, ademas, posee una piel delgada que es propensa a sufrir heridas
durante su cosecha, y presenta un orificio un su base denominado “ostiolo” por el
cual pueden introducirse insectos como la mosca (Drosophila spp) o el escarabajo

de fruta (Carpophilus spp) (31).

Los hongos son los microorganismos que atacan con mayor frecuencia a los frutos
de higo. Entre ellos podemos encontrar la especie Alternaria alternata (32) la cual
es responsable de la pudricién negra. Otro hongo reportado es Botrytis cinerea el
cual se conoce en el sector agricola por ser el causante de la enfermedad
denominada “pudricién gris” (33). Este hongo tiene la facultad de contaminar al fruto

sin la necesidad de que esté presente una herida.

Existen hongos que pueden comportarse de manera diferente dependiendo del fruto
al que infecten, tal es el caso de Rhizopus stolonifer, causante de la enfermedad
llamada “pudricién blanda”. Este hongo puede infectar frutos con o sin heridas en
su epidermis y es muy comun durante el almacenamiento (34). Los hongos del
género Aspergillus (A. parasiticus y A. flavus) se encuentran comunmente en
cereales, leguminosas y frutos secos; sin embargo, también han sido reportados en
frutos de higo (5 Centeno et al., 2013); se estima que los hongos productores de
aflatoxinas son responsables de la pérdida de aproximadamente el 25 % de los

cultivos mundiales de alimentos (35).
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2.3 Importancia del género Aspergillus

El género Aspergillus pertenece al reino Fungi, siendo del filo Ascomycota, de la
clase Eurotiomycetes y el orden de los Eurotiales. Abarca un amplio numero de
especies de hongos con caracteristicas morfologicas y fisiolégicas similares con
importancia a nivel biotecnologico (36). Samson et al. (37) mencionan a 184
especies, de las cuales se ha reportado que 40 de estas pueden causar
enfermedades en humanos y se transmiten por alimentos. Entre las especies que
destacan se encuentran las siguientes: A. caesiellus, A. clavatus, A. fumigatus, A.
terreus, A. niger, A. parasiticus y A. flavus.

Ademas, los hongos del género Aspergillus se conocen por producir micotoxinas,
pudrir alimentos y causar enfermedades en cultivos, animales y humanos, los cuales
se presentan como agentes contaminantes naturales en una amplia variedad de
alimentos, como cereales, leguminosas, alimentos deshidratados, alimentos de

origen animal, chiles, café y en varias frutas en estado seco y fresco (38).

2.4 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus es un hongo de importancia agrondmica y nutricional, debido a
gue puede infectar varios grupos de alimentos tanto en pre y postcosecha,
generando pérdidas econdémicas a nivel agropecuario y ocasionando problemas de
salud en animales y humanos (39).

Aspergillus flavus pertenece al subgénero Circumdati y se encuentra en la seccion

Flavi. Sus colonias presentan un color verde amarillento con micelio blanco de
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estructura aterciopelada. Las cabezas de sus conidios pueden ser uniseriadas o
biseriadas; los estipes presentan un tono café claro, las vesiculas son esféricas y
los conidios elipsoidales (40). El hongo tiene la capacidad de producir esclerositos
(masas duras y compactas de micelio que varian en forma y tamafo) que
generalmente son de color café y se desarrolla 6ptimamente en condiciones
templadas, tropicales y subtropicales (25 °C y HR de 70-90 %) (4). Sin embargo,
puede crecer en un amplio rango de temperaturas, teniendo como minima 6 °C y
como maximo 46 °C. Se encuentra en el suelo de campos de cultivo, areas de
almacenamiento, plantas de procesamiento y centros de distribucion de alimentos,

ademas, tiene la capacidad de propagarse por el aire a través de sus esporas (41)

(Figura 3).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de A. flavus (42).
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2.4.1 Medios de cultivo

Aspergillus flavus es un hongo que se ha estudiado ampliamente bajo condiciones
de laboratorio. Para su estudio, los medios nutritivos son una herramienta que nos
permite desarrollar los hongos en un medio artificial y asi poder evaluar su desarrollo
bajo condiciones controladas. Para aislar a los hongos del género Aspergillus se
han utilizado diferentes medios de cultivo (Tabla 2). Estos medios de cultivo se han
recomendado para aumentar la tasa de crecimiento y produccion de esporas en
comparaciéon con los medios de cultivo utilizados convencionalmente como PDA

(43).
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Tabla 2. Composicion de diferentes medios de cultivo para el crecimiento in

vitro de A. flavus.

Medio de Componentes Cantidad pH Referencia
cultivo (gL
CZAPEK Sacarosa 30 7.3 44
Nitrato de sodio 2
Fosfato dipotasico 1
Sulfato de magnesio 0.5
Sulfato ferroso 0.01
Agar 15
PDA* Extracto de papa 4 5.6 45
Dextrosa 20
Agar 15
Dextrosa Digerido pancreatico 5.6 46
Sabouraud de caseina 5
Digerido péptico de
tejido animal 5
Dextrosa 40
Agar 15
Malta Extracto de malta 30 5.5 47
Agar 15
Agar V8 Jugo de verduras “V8” 160 (mL L) 5.7 43
Sodio 0.093
Potasio 0.6
Azucar 4.66
Proteina 1.33
Carbonato de calcio 3
Agar 20

*PDA: Agar de papa y dextrosa.
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2.4.2 Produccién de aflatoxinas por Aspergillus flavus

Aspergillus flavus tiene la capacidad de formar micotoxinas, especificamente del
grupo aflatoxinas, los cuales son compuestos quimicos organicos, no proteicos y de
bajo peso molecular. Estas toxinas tienen la caracteristica de ser cancerigenas,
teratogénicas y mutagénicas y causan tropismo en érganos como higado, cerebro
y rifidn. Ademas, tienen la capacidad de introducirse en el organismo humano por
inhalacion, ingesta o contacto (48). Las intoxicaciones por aflatoxinas se conocen
como aflatoxicosis, la cual puede ser aguda (nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y
hepatotoxicidad), o cronica (desnutricibn proteica, carcinogénesis e

inmunosupresion) (49).

A la fecha, se han descrito 18 tipos de aflatoxinas procedentes de alimentos, donde
se destacan B1, B2, G1, G2, M1 y M2. El metabolito toxico mas importante de este
grupo es la aflatoxina B1, la cual, de acuerdo a Serrano-Colli et al. (1) se le ha
relacionado con inmunosupresion, problemas en el desarrollo fetal, deficiencias
nutricionales y hepatocarcinoma celular. La aflatoxina B1 se clasifica como
carcinébgeno humano y es el hepatocarcinébgeno de origen natural mas potente
conocido (50). Al respecto, estos autores también resaltan que basta ingerir 15
mg/kg diariamente para ocasionar cancer. Otros autores resaltan que el ingerir
alimentos contaminados por aflatoxinas puede aumentar el riesgo relativo de

desarrollar cancer hepatico 3.3 veces, ademas, de que su efecto hepatocarcinégeno
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es sinérgico, aumentando el riesgo relativo al combinarse con factores como el

alcoholismo y los virus de la hepatitis By C (51, 52).

La aflatoxina B1 que contamina a los alimentos llega al tracto gastrointestinal donde
se absorbe en el intestino delgado y llega al higado, en este 6rgano, varias enzimas
de la familia citocromo P450 (I1A2, 11A3, IlIA3, lIA4 y 1IB7), convierten a la AFB1 en
aflatoxina Q1, aflatoxina B2a, aflatoxina P1, aflatoxina M1 y Aflatoxina B1-8,9-exo-
epoxido, siendo esta Ultima responsable de la actividad carcinogénica y mutagénica,
al unirse al N7 de la guanina del ADN, causando una mutacion en el exén 7, codén
249 del gen supresor P53 (implicado en la regulacién del crecimiento celular)

sustituyendo una guanina por una timina (41, 53).

Alrededor del mundo, existen reportes de contaminacién de alimentos por
aflatoxinas, identificandose en leche, higado de pollo y res, maiz, arroz, naranjas,
manzanas, uvas, cacahuates, nueces, duraznos e higos, entre otros (12, 48, 49).
Las aflatoxinas pueden permanecer en el fruto incluso después de que el micelio
del hongo no esta presente, por lo que, el percibir alimentos libres de hongos, no

garantiza que sea libre de aflatoxinas (48).

Durante el proceso de la cadena alimentaria (produccion, cosecha, procesamiento,
almacenamiento, distribucidon, preparacion y consumo), los productos
hortofruticolas pueden estar expuestos a diversos contaminantes naturales o

sintéticos, los cuales pueden afectar la salud de sus consumidores. Los hongos

18



productores de aflatoxinas son un riesgo para la salud humana, ocasionando graves
padecimientos, por lo tanto, se han utilizado diversos métodos para controlar o

eliminar estos patdégenos en frutos.

Los frutos de higo son un alimento que pude perder sus atributos de calidad en un
corto periodo de tiempo, esto obliga a los productores a vender su producto de forma
rapida y no les permite negociar los precios, generando asi una desventaja a nivel
comercial y una baja competitividad en el mercado en comparacion con otros
productos alimenticios. Para comercializar los frutos de higo se deben cosechar
durante un periodo de madurez fisioldgica; en cuanto a la postcosecha, debido a la
fragilidad del fruto al momento de manipularlo, no se realiza ningun tipo de
tratamiento que comprometa su integridad y apariencia, como el lavado o el
cepillado. Para su transporte, se recomienda que sea enfriado mediante aire forzado
a 0 °C. En cuanto al almacenamiento, se recomienda colocar los frutos en cajas y
mantener la misma temperatura utilizada durante el transporte y una humedad

relativa de 90 — 95 % (54).
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2.4.3 Control tradicional de Aspergillus flavus en los productos
agricolas

A la fecha, se han utilizado diversos métodos para controlar el crecimiento de
hongos en los frutos; entre los mas comunes tenemos a los métodos quimicos y
fisicos. En los métodos quimicos, se reportan los fungicidas (sustancias quimicas
enfocadas en la eliminacion o inhibicion del crecimiento de los hongos
fitopatdgenos) (55). En la actualidad, se conocen méas de 100 tipos de fungicidas;
sin embargo, los que mas se han utilizado son aquellos que pertenecen a los grupos
de los tiocarbamatos (Cobrethane 61,1 WP Dithane 60 SC, Diligent 72 WP),
organometalicos (Cercobin M), tioftalimidas (Merpan 80 WG, Folpan 80 WG) y

bencenos (Glider 72 SC, Vertice 50 SC) (56).

Durante muchos afos, estos compuestos controlaron el desarrollo de Aspergillus
pero su aplicaciéon no disminuyd la produccién de micotoxinas y en ocasiones
aumento la produccion de la toxina al estar el hongo en una fase de estrés. Aunado
a esto, su aplicacion continua provocé efectos negativos en la salud humana,
causando en ocasiones toxicidad aguda y crénica por contacto, inhalacién y/o

ingesta; reportando trastornos del sistema neuroldgico, infertilidad y cancer (57).

Por esa razon, se ha experimentado con otras alternativas para disminuir la

concentracion de aflatoxinas en granos, por ejemplo, la mas utilizada ha sido la

“dilucion de semillas”, la cual se realiza mezclando semillas contaminadas con otras
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gue no lo estan. A pesar de que este método reduce los niveles iniciales de
produccion de aflatoxinas, después de cierto tiempo se pueden presentar
concentraciones superiores a las permitidas por la legislacion (2ug/kg de alimento

para aflatoxina B1 y 20ug/kg de alimento para aflatoxinas totales) (58).

Otro método comunmente utilizado es la separacidon mecanica, que consiste en
desechar aquellos productos que presenten crecimiento de micelio. El problema de
la separacion mecéanica es que genera pérdidas econdmicas al productor, ademas
de resultar una tarea muy tardada y agotadora, esto sin mencionar que el no tener
crecimiento micelial, no garantiza que el producto esté libre de aflatoxinas. Del
mismo modo, se han considerado los tratamientos alcalinos, entre estos se
encuentra la “nixtamalizacion” con hidréxido de calcio; sin embargo, no se ha podido

eliminar por completo la presencia de los compuestos toxicos (38).

Otro método utilizado para eliminar hongos promotores de aflatoxinas es la
radiacion gamma, la cual ha reportado efectos fungicidas con dosis de entre 1 a 8
kGy. Se hareportado que la radiacibn gama actia a nivel genético y que no presenta
dafos para la salud humana; sin embargo, puede alterar el material genético de los
cultivos y por ende sus propiedades biolégicas, asi como su contenido de nutrientes

(59).

Otras sustancias para eliminar micotoxinas presentes en granos y hortalizas, han

sido el amoniaco, formol, monometilamina, que si bien, han mostrado una
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disminucién en las concentraciones de aflatoxinas, son productos que tienen alta

residualidad y pueden generar dafios en la salud humana (60).

En la actualidad, se han reportado un gran nimero de compuestos naturales con
propiedades antimicrobianas, entre los que destacan el quitosano y el propéleo por
su capacidad de controlar hongos durante la postcosecha, incluido A. flavus (8, 61,
62, 63, 64). Estos compuestos son de baja residualidad y su permanencia sobre los
frutos es corta, por lo tanto, es importante incorporarlos a cubiertas vegetales, para

asegurar su permanencia en el fruto (65).

2.5 Cubiertas comestibles

Las cubiertas comestibles pueden definirse como matrices continuas, generalmente
formuladas con proteinas, lipidos o hidratos de carbono (65) que envuelven al
alimento y sirven como barrera protectora generando una atmoésfera modificada que
disminuye la oxidacién del fruto, y conserva o incluso mejora algunos parametros

de calidad (Tabla 3).
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Tabla 3: Efectos de cubiertas comestibles a base de productos naturales sobre

atributos de calidad en diferentes productos hortofruticolas.

Cubierta Producto Atributos de calidad Referencia
hortofruticola
Quitosano y Jitomate Mayor firmeza, disminucion de la 65, 66
aceites pérdida de peso, menor
esenciales de produccién de etileno y COo..
limén y tomillo
Propdleo Mango Disminucion de pérdida de agua 67
Quitosano Aguacate Mayor calidad sensorial vy 68
apariencia visual del fruto,
disminucién de pérdida de peso
HPMC*y Uva Reduccion de pérdida de peso y 61
propoéleo control de produccion de CO2
Quitosano, Higos Calidad y vida de anaquel 69
cera de abeja estable.
y aceites
esenciales
Quitosano y Mandarinas  Disminucion de pérdida de agua 70
montorillonita y respiracion y mantenimiento
del contenido nutrimental.
Quitosano y Fresas Extension de la vida de anaquel 71
aceite de mayor a 7 dias.
canela
Quitosano Nispero Conservacion  de firmeza, 72
japonés caracteristicas organolépticas y
la presentacién de los frutos.
Ceray Papaya Proceso de maduracion 73
propéleo ligeramente tardio respecto al
control.
Propéleo y Arandanos  Caracteristicas fisicoquimicas 62
alginato similares a las que tenia al inicio

del experimento hasta el dia 28.

*HPMC = hidroxipropil metilcelulosa
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Las cubiertas sirven como vehiculo para adicionar otros compuestos como
medicamentos, vitaminas, saborizantes, colorantes, conservadores vy
antimicrobianos. La adicion de algunos de estos compuestos antimicrobianos le
proporciona a las cubiertas la capacidad de controlar el desarrollo de
microrganismos y aumentar la vida de anaquel de los productos (65). Uno de los
productos mas utilizados para la elaboracion de cubiertas comestibles ha sido el

quitosano (63, 64).

2.5.1 Quitosano y su actividad antimicrobiana

El quitosano es un polimero natural, no toxico, biodegradable y biocompatible
proveniente de la quitina. Puede encontrarse en alas de insectos, caparazones de
crustaceos y paredes celulares de hongos (74). Es una poli(B-N-acetil-
glucosamina), la cual, mediante una reaccion de desacetilacion, se convierte en
quitosano (poli(B-N-acetil-glucosamina-co-B-glucosamina). Se ha reportado que los
recubrimientos a base de quitosano pueden mejorar la calidad postcosecha en
frutos, ya que disminuyen la pérdida de peso, el ingreso de oxigeno, conserva el
aroma e inhibe el crecimiento de microorganismos. (63, 75). A la fecha, se sabe que
la naturaleza policationica de este compuesto y la longitud de su cadena polimérica

son las causantes de su actividad antimicrobiana, ya que, al unirse con la membrana
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de los microorganismos ocasiona un desequilibrio en la homeostasis celular idnica
de K y Ca? causando la salida de diversas moléculas (fosfatos, nucleétidos y
sustrato de reacciones enzimaticas) que pueden afectar la respiracion y la nutricion

de los hongos patoégenos (7, 75).

Las cubiertas comestibles a base de quitosano sélo y en combinacién con otros
productos naturales (aceites esenciales, propodleo, etc.), se han probado en
diferentes alimentos agricolas, generalmente, dando como resultado una
disminucién en la incidencia de microorganismos. En la Tabla 4, se resumen su

potencial como agentes antimicrobianos en varios productos hortofruticolas.

25



Tabla 4: Efectos de cubiertas comestibles a base de quitosano, propdleo y

otros productos naturales, en la incidencia de microorganismos patégenos en

diferentes productos hortofruticolas.

Cubierta Fruto Microorganismo Referencia
Quitosano y Jitomate Control de crecimiento de 76
aceites esenciales Rhizopus stolonifer
de limon y tomillo
Quitosano Aguacate Concentraciones de quitosano 68

de 0.25 a 2 % inhibieron el
crecimiento de Colletotrichum
sp Yy Diplodia sp
Quitosano, cerade  Higo Inhibicion del crecimiento de 69
abeja y aceites los géneros Aspergillus,
esenciales Alternaria, Fusariumy
Penicillium hasta un 50 %
Quitosano y aceite  Fresa Disminucion de mesofilos 71
de canela aerobios con respecto al
control entre 1y 1.6 Log ufc/g.
Quitosano y Papaya Inhibicién del crecimiento de 73
propoleo mesofilos aerobios, mohos y
levaduras.
Propodleo y alginato  Arandano Inhibicion del crecimiento 62
miceliar de mohos y levaduras.
Quitosano Mango Disminucion de las UFC un 77
13.7 % con respecto al control.
Propodleo, aceite de Zanahoria Inhibicién del crecimiento de 78
canola y goma hongos con respecto al control.
guar
Propdleo pardo Mango Disminucion de severidad de 79

antracnosis por Colletotrichum
57 % con respecto al control.

HPMC = hidroxipropil metilcelulosa.
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2.5.2 Propéleo

El propoleo es una sustancia producida por la abeja Apis mellifera, de color verde
pardo, marrébn o negro, compuesto por mas de 150 sustancias, entre las que
destacan: resina, polen, cera, balsamo y aceites aromaticos con propiedades
antitumorales, antiinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas y antimicoticas (73)
que le han otorgado gran interés para fines terapéuticos, llegando a utilizarse en
tratamientos de infecciones para las vias respiratorias, antiséptico para aftas en la

boca, herpes, amigdalitis y contra las caries (80, 81).

Los principales compuestos bioactivos del propo6leo son los polifenoles y los
flavonoides, en especifico, el &acido cafeico, ferulico, cumérico y cinamico,
sustancias que inhiben la peroxidacién lipidica y que se han visto asociadas a

disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (82).

El propdleo ha sido utilizado como recubrimiento en diferentes productos
hortofruticolas, como el arandano, aguacate y mango, logrando preservar sus
atributos de calidad por mas tiempo y disminuyendo la contaminacién por
microorganismos. Por ejemplo, Pastor et al. (61) utilizaron un recubrimiento de
HPMC y propéleo, el cual logré reducir la pérdida de peso en uvas Moskatel, asi
como disminuir la produccion de COz e inhibir el crecimiento de A. niger. Por su
parte, Figueroa et al. (67) reportaron que el mango tratado con cera de abeja logré

aumentar 3 dias su vida de anaquel con respecto al control, mientras que Castefieda
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(62) evaluo diferentes concentraciones de alginato de sodio y propéleo en cubiertas
comestibles en arandano fresco, logrando inhibir el crecimiento de hongos y
levaduras con concentraciones de propoleo del 1 %, independientemente de la

temperatura y las concentraciones de alginato.

Por otro lado, con la finalidad de potencializar ain mas la capacidad antimicrobiana
se han adicionado compuestos nanoestructurados, los cuales permiten tener una

amplia superficie de accion (7, 11, 63, 83, 84).

2.6 Aplicacion de cubiertas nanoestructuradas en el control de
microrganismos postcosecha

La nanoestructuracion es la caracterizacion, manejo y fabricacion de estructuras por
debajo de los 100 nm. Cuando se aplica al desarrollo de recubrimientos comestibles,
se pueden desarrollar propiedades funcionales diferentes con respecto a las no
modificadas en tamario, por ejemplo, mejorando su capacidad de barrera debido a
gue existe una mayor superficie de contacto (84). Ademas, la incorporacién de
nanoparticulas a las cubiertas comestibles, han demostrado brindar mejores
caracteristicas al recubrimiento, aumentando su resistencia y flexibilidad, mejorando
las caracteristicas del alimento, como la textura, el color y el sabor (10) y mejorando
su capacidad antimicrobiana. Este ultimo atributo, va a depender en gran medida

del tamafio de las nanoparticulas, su concentracion y el pH (85).
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Sobre el tema, Istdriz (86) evalué diferentes formulaciones de cubiertas
nanoestructuradas de quitosano y aceite esencial de canela en pepino, reportando
inhibicion en el crecimiento de A. niger y bacterias aerobias. Por su parte, Correa-
Pacheco et al. (87) evaluaron el efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano
con aceite esencial de tomillo en frutos de aguacate. En los resultados se reporté
una firmeza mayor con respecto al control y 60 % menor incidencia de C.
gloeosporioides. En otros estudios, Cortés-Higareda et al. (8) evaluaron cubiertas
nanoestructuradas de quitosano y propdleo in vitro en diferentes concentraciones y
formulaciones para inhibir a A. flavus. Los resultados mostraron que el hongo
incubado en el medio nutritivo adicionado con nanoparticulas de quitosano y
propéleo al 40 % tuvo un mayor efecto inhibitorio en comparacion con

concentraciones menores (20 y 30 %).

En la Tabla 5, se muestran los efectos de las cubiertas nanoestructuradas

comestibles y sus beneficios en diferentes productos hortofruticulas.
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Tabla 5: Efecto de cubiertas comestibles nanoestructuradas de quitosano combinadas

con otros compuestos, en el desarrolllo de microorganismos patoégenos.

Cubierta Productos Efecto Referencia
hortofruticolas

Nanoparticulas de  Mango Inhibicion de la antracnosis 88
quitosano y
plata
Nanopraticulas de  Pepino Menor porcentaje de pérdida 86
quitosano con de peso e inhibicion de
aceite de canela Colletotrichum sp y Diplodia

sp
Nanoparticulas de  Aguacate Mayor firmeza del fruto con 87
quitosano y aceite respecto al control e
de tomillo inhibicién de C.

gloeosporioides en 60 %.

Nanoparticulas de Pimiento Disminucion de la pérdida de 89
quitosano y peso y cambio de color,

extracto de aumento del contenido de

nanche compuestos fendlicos y

reduccion de la actividad
microbiana en 85 %.

Nanoparticulas de  Fresa Inhibicidn significativa en el 90
quitosano y desarrollo de
propolis microorgansimos de los

alimentos (Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y
Salmonella enteriditis)
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2.7 Cubiertas comestibles y aspectos sensoriales

Las cubiertas comestibles cubren al alimento a tal grado que llegan a ser parte de
él; por lo que, al consumir el alimento, estamos ingiriendo también la cubierta. Estas
se aplican con el objetivo de mejorar la seguridad del producto, extender su vida util
y preservar atributos sensoriales. Por eso es importante que las cubiertas no alteren

los atributos sensoriales del fruto (gusto, aroma y apariencia) (91).

El aroma se define como la percepcion de compuestos volatiles producidos por el
alimento a través del olfato. Varios autores mencionan que nuestro sentido del olfato
es bastante limitado en comparacién con otras especies y solamente alcanzamos a
percibir siete tipos de aromas primarios (alcanforado, almizclado, floral, mentolado,
etéreo, picante y putrido); la apariencia se define como el conjunto de atributos que
se pueden percibir mediante el sentido de la vista, entre ellos tenemos al color,
forma, tamafio, textura y uniformidad del alimento; el gusto es la percepcion, por
parte de las papilas gustativas presentes en la lengua, de la proporcion e intensidad
de la combinacién de los 5 sabores fundamentales: dulce, salado, acido y amargo

(92).
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3. JUSTIFICACION

La contaminacion de alimentos por hongos del género Aspergillus y su produccion
de aflatoxinas es un grave problema econémico y sanitario. Actualmente, se ha
reportado la presencia de A. flavus durante el almacenamiento de diferentes
productos agricolas como cereales, semillas, frutas y hortalizas. Este
microorganismo también se ha aislado de frutos caducifolios como el higo, el cual
es un fruto con excelente calidad nutricional. En general, se han implementado
diferentes métodos (quimicos principalmente) para inhibir el desarrollo de los
hongos productores de aflatoxinas, incluyendo A. flavus; sin embargo, el efecto
inhibitorio ha sido minimo, ademas, pueden causar serios problemas a la salud
humana. A la fecha, se ha estudiado en forma extensiva al polimero quitosano solo
0 combinado con otros compuestos antimicrobianos como el propoleo, mediante
cubiertas comestibles nanoestructuradas. En previos estudios se demostrd in vitro,
el potencial antifungico de estas formulaciones en el desarrollo de A. flavus. Los
resultados demostraron una total inhibicion de las esporas del hongo y de su
produccion de aflatoxinas. Por lo tanto, como siguiente paso, era necesario evaluar
esta tecnologia en estudios in situ. En este caso, determinar el efecto directo de su
aplicacion en la calidad y desarrollo de A. flavus en frutos de higo durante el

almacenamiento.
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4. HIPOTESIS
Las cubiertas nanoestructuradas a base de quitosano/propéleo no afectaran la
maduracién de los frutos de higo durante su almacenamiento, reduciran el desarrollo

de A. flavus y conservaran la calidad sensorial de los frutos tratados.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de cubiertas nanoestructuradas a base de quitosano/propéleo, en
el proceso de maduracion de frutos de higo, en el desarrollo de A. flavus y su
produccion de aflatoxinas, y en la calidad sensorial, durante un periodo de

almacenamiento controlado y determinado.

5.1 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de los medios nutritivos sobre la patogenicidad de A. flavus
en frutos de higo.

e Determinar el efecto de las cubiertas nanoestructuradas sobre varios
atributos de calidad (pérdida de peso, firmeza, SST, color, capacidad
antioxidante, respiracion y produccion de etileno) de los frutos de higo.

e Conocer el efecto de las cubiertas nanoestructuradas sobre la incidencia,
severidad y produccion de aflatoxinas de A. flavus en frutos de higo, bajo
condiciones controladas de laboratorio y a nivel semicomercial.

e Evaluar el efecto de las cubiertas nanoestructuradas sobre los atributos

sensoriales (aroma, color y sabor) de los frutos de higo.

33



6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Obtencion y activacion de la cepa de Aspergillus flavus
La cepa de A. flavus se obtuvo del Laboratorio de Tecnologia Postcosecha de

Productos Agricolas del Centro de Desarrollo de Productos Bidticos (CEPROBI) del

Instituto Politécnico Nacional.

Para la activacion de la cepa, se preparé medio de cultivo CZAPEK. En un matraz
Erlenmeyer de 500 mL, se vertieron 6 g de medio de cultivo CZAPEK (BD Bioxon)
en 120 mL de agua desionizada. Con la ayuda de un agitador magnético, se mezclo
la solucion durante 15 min a una temperatura de 100 °C la cual se esteriliz6 en una
autoclave (modelo CV300) durante 15 min a 121 °C y 15 Ibs de presiéon. Una vez
esterilizado, se adicionaron 25 ml del medio en cajas Petri. Se dejaron enfriar y se

almacenaron hasta su uso posterior.

Con la ayuda de una aguja de diseccion, se tomo micelio de la cepa de A. flavus, el
cual se depositd en el centro de las cajas Petri con medio CZAPEK. Se incub6 a 27
°C durante una semana. Este procedimiento se realizé dentro de una campana de
flujo laminar (VECO E-6140, México) previamente esterilizada con luz ultravioleta

durante 15 min.
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6.2 Obtencion de los frutos

Los frutos de higo se cosecharon en el poblado de Telixtac, municipio de
Axochiapan del Estado de Morelos, México. Se seleccionaron aquellos frutos que
se encontraban en un estado de madurez comercial (etapa en la cual el fruto
alcanzo su tamafio maximo, consistencia firme y coloracion morada con tonalidades
aun verdes) (Figura 4) y se desecharon aquellos que presentaron dafios fisicos o

microbiolégicos.

Figura 4. Frutos de higo utilizados durante los experimentos.
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6.3. Evaluacion del efecto del medio ambiente sobre la patogenicidad de
Aspergillus flavus

6.3.1 Preparacion de medios nutritivos y concentracion del in6culo de
Aspergillus flavus

Se prepararon 5 medios nutritivos, CZAPEK (BD Bioxon), agar V8 (Jumex), PDA
(BD Bioxon), dextrosa Sabouraud (BD Bioxon) y agar de malta (BD Bioxon) y se
colocaron en cajas Petri. Con la ayuda de un horadador, se realizaron orificios de
5mm en la cepa de A. flavus previamente activada la cual se sembroé en cada medio
de cultivo. Las cajas Petri se incubaron por una semana a 27 °C. Una vez que se
desarrollo el hongo en los diferentes medios de cultivo (ocho dias) se prepararon
dos soluciones de esporas; 10* y 10° esporas / mL. Para realizar la inoculacion, los
frutos se enjuagaron rapidamente con una solucién de cloro al 1 % y posteriormente
en agua desionizada. Los frutos se secaron a temperatura ambiente en bandejas
con papel absorbente. Con ayuda de una aguja de diseccion se realizé una herida
en la cara anterior y otra en la cara posterior de los frutos y se colocaron 10 pL de
cada solucién de esporas en las heridas. Los frutos se almacenaron durante 4 dias
a temperatura ambiente a 20 + 2 °C. Se utilizaron 90 frutos por cada medio de cultivo

dividido en las 2 concentraciones de esporas (45 frutos por concentracion).
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6.3.2 Variables evaluadas
6.3.2.1 Incidencia

La incidencia se determino por el nimero de frutos que se infectaron en un periodo

de cuatro dias y se expreso en porcentaje utilizando la siguiente férmula:

Frutos infectados / Total de frutos x 100

6.3.2.2 Severidad de la infeccion

El indice de severidad se determind mediante la superficie del fruto que se vio
afectada por la contaminacioén por A. flavus. Donde 1 =0 %; 2 = 1-25 %; 3 = 26-50

%:; 4 = 51-75 %y 5 = 76-100% (93).

6.4 Evaluacion del efecto de las cubiertas nanoestructuradas sobre
varios atributos de calidad de los frutos de higo.

6.4.1 Desarrollo de formulaciones para las cubiertas nanoestructuradas
6.4.1.1 Solucién de gquitosano

Para elaborar una solucion de quitosano al 1 %, se vertieron 10 ml de &cido acético
glacial (Fermont) en 1 L de agua desionizada y se sometié a agitacion por 5 min;
después, se agregaron 10 g de quitosano de bajo peso molecular, con un grado de
desacetilacion = 75 % (Aldrich) y se sometid a agitacion por 24 h a una temperatura

maxima de 70 °C. Se ajusto el pH a 5.6 utilizando hidréxido de sodio 1 N (Hycel)

(8).
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6.4.1.2 Nanoparticulas de quitosano

Se preparo una solucion de quitosano al 0.05 % con acido acético al 1 %. Se ajustd
el pH a 5.6. Al mismo tiempo, se prepar6 una solucion alcohdlica con 480 mL de
etanol (Hycel) y 8 mL de tween 20 (Hycel) y se sometié a agitacion por 1 h a
temperatura ambiente. Se vertieron 80 ml de la solucién alcohdlica en un matraz de
125 mL. Se le coloco un tapén de papel aluminio al que se le realizé un agujero con
una aguja de diseccion, por el cual pasé una manguera de 0.101 pulgadas. Se
vertieron por goteo 5 mL de la solucién de quitosano (0.05 %) en la solucion
alcohdlica, a través de una bomba peristaltica y una manguera, mientras que, esta
dltima se encontraba en agitacion constante. Una vez finalizado el goteo, se
mantuvo en agitacion por 15 min para después extraer el etanol de la solucién con

ayuda de un rotavapor (Buchi R-300) con vacié de 100 y rotacion de 40 (8).

6.4.1.3 Nanoparticulas de propdleo

Se preparo6 una solucién de propdleo a una concentracion del 10 %, la cual estaba
compuesta por 458.4 mL de etanol, 16.8 ml de Tween 20 y 4.8 mL de extracto fluido
de propdleo (Rosa Elena Duefias S.A. de C.V.). Se dejé en agitacion por 1 h,
evitando su exposicion a la luz. La metodologia de obtencién de las nanoparticulas,

fue similar a la descrita para las nanoparticulas de quitosano (inciso 6.2.1.2).
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Se realizaron 9 formulaciones de cubiertas con una concentracion de nanoparticulas
al 40 %, alternando entre diferentes concentraciones de propdleo y quitosano (Tabla

6).

Tabla 6: Formulacién de cubiertas nanoestructuradas de quitosano y

propoleo

Tratamientos Solucion Glicerol Nanoparticulas Nanoparticulas Extracto

de de quitosano de propéleo de
quitosano propodleo

(1 %) (10 %)
Q+NP 59.7 0.3 --- 40 -—-
Q+NQ 59.7 0.3 40 —
Q+EP 99.1 0.3 --- --- 0.6
Q+NQ+NP 59.7 0.3 20 20
Q+NP+NQ+EP 59.1 0.3 20 20 0.6
Q+NP+EP 59.1 0.3 --- 40 0.6
Q+NQ+EP 59.1 0.3 40 0.6
Q 99.7 0.3 - - -

C - - - -

Q = solucion de quitosano; NP = nanoparticulas de propéleo; NQ = nanoparticulas

de quitosano; EP = extracto de propoleo; C = control.
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6.4.2 Aplicacion de las cubiertas en los frutos de higo

Los frutos se lavaron durante 10 s con una solucion de agua destilada y cloro al 1
% y se enjuagaron con agua destilada estéril. Se secaron a temperatura ambiente
y se sumergieron en las diferentes formulaciones durante 2 min. Se dejaron a

temperatura ambiente (27 °C) para su posterior almacenamiento a 4 °C (69).

6.4.3 Variables evaluadas
6.4.3.1 Pérdida de peso

Se pesaron 10 frutos por tratamiento diariamente durante 15 dias en una balanza
(HCB1002, Highland BBADAM). El porcentaje de pérdida de peso se obtuvo a

través de la siguiente férmula:

%PP = Peso inicial - Peso final ~ Peso inicial x 100

6.4.3.2 Firmeza

Se evaluaron 5 frutos por tratamiento y las mediciones se realizaron cada 3 dias
durante 15 dias. Los frutos se colocaron en una superficie plana y firme, se ejercio
presion en la parte ecuatorial con la ayuda de un penetrémetro analogo con aguja

de 8 mm (KANDPI, Japdn). Los valores de firmeza se registraron en Newtons (N).
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6.4.3.3 Solidos solubles totales (SST)

Para esta variable se evaluaron 5 frutos por tratamiento y las mediciones se
realizaron cada 3 dias durante 15 dias. Se extrajo una gota del jugo de los frutos y
se coloco sobre el sensor de un refractdmetro automatico (ATAGO, Japon),
calibrado con agua destilada antes de cada medicion. Los datos se expresaron en

OBrix.

6.4.3.4 Color

A 10 frutos de cada tratamiento se les midieron los parametros de color “L”, “@” y “b”
de forma diaria durante 14 dias. Se midio el color con la ayuda de un colorimetro
(modelo Boking Meter BC-10. Konica Mitolta, Japon) previamente calibrado,
diariamente, durante 14 dias. Los resultados se transformaron a valores de matiz
(h*) mediante el calculo del arco tangente de (b*/a*); croma (C) utilizando el calculo
de [(a*2 + b*2)%4]. El indice de color (IC) se calcul6 a través de la siguiente formula:

[(2*x1000)/(Lx b*)] (25).

6.4.3.5 Respiracion y etileno

La produccion de CO:2 y etileno se midio utilizando la técnica de “espacio-cabeza”.
Se seleccionaron 3 frutos de higo por tratamiento y se obtuvo el volumen.
Posteriormente, los frutos se colocaron dentro de frascos de plastico con capacidad

de 230 mL, sellados herméticamente con una tapa equipada con un septum de
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caucho de silicona. Después de 2 h a 27 + 2 °C, se extrajeron 6 mL de aire de los
frascos con una jeringa de 5 mL y se inyectaron en tubos vacutainer. Las muestras

se almacenaron a 4 °C hasta su posterior evaluacion (69).

Para medir la produccion de COz2 y etileno se inyectaron 0.5mL de la muestra en un
cromatografo de gases (Agilent Technologies, 7890B) equipado con ionizacion de
flama. Se utilizaron dos columnas (HP-PLOT/Q y CPMOLSIEVE 5A), dos detectores
(FID / TCD) y un inyector que se mantuvo en modo split con temperaturas de 300,
250y 200 °C respectivamente. Se utilizé helio como gas acarreador a una velocidad
de flujo de 1 mL min-1. La respiracion se expresé en ml CO2 Kg-thty se utilizé la

siguiente ecuacion (94):

A%CO02x10xvolumen libre del contenedor (L) 556 mL CO2
Peso de fruto (Kg)xTiempo de almacenamiento (h) * 1000 mg

Respiraciéon =

Para calcular la produccién de etileno se utilizo la siguiente formula:

1000 60

PC2H4= C2H4 final— C2H4 Inicial x
Pfruto T

1000

x (Vfrasco — Vfruto) x
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6.4.3.6 Capacidad antioxidante

Se almacenaron 3 frutos de higo por tratamiento cada tercer dia durante 15 dias en

un ultra congelador (New Brunswick, U570) a -50 °C para su posterior evaluacion.

6.4.3.6.1 Solucién stock DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

Se prepar6 una solucién stock de DPPH (Aldrich) adicionando 0.01g de DPPH a 25
mL de metanol (J.T. Baker). Para poder observar la reaccion de capacidad
antioxidante, se realiz6 una dilucion a partir de 1.3 mL de la solucion stock y 8.7 mL

de metanol.

6.4.3.6.2 Sobrenadante

Se pesaron 0.5 g de cada fruto de higo y se maceraron en 6 mL de metanol para
su posterior centrifugacion a 8000 RPM durante 10 min; después, se colecto el
sobrenadante y se realizé una dilucion con metanol a 8000 PPM (300 pL de

sobrenadante y 1200 pL de metanol).

6.4.3.6.3 Reaccion

Para medir la capacidad antioxidante, se mezclaron 750 L de la solucion diluida de
DPPH con 250 pL del sobrenadante diluido. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente y en obscuridad por 30 min. Se midié la absorbancia a 517
nm. La capacidad antioxidante se consider6 como el porcentaje de inhibicién del

DPPH (95).
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6.5 Evaluacion del efecto de las cubiertas nanoestructuradas en el
desarrollo de Aspergillus flavus bajo condiciones controladas de

laboratorio y a nivel semicomercial.

Se lavaron 10 y 66 frutos frutos de higo (laboratorio y semicomercial,
respectivamente), por tratamiento con una solucion de agua destilada y cloro al 1
%; posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron a
temperatura ambiente (27 + 2 °C) en bandejas con papel absorbente. Para las
evaluaciones a nivel de laboratorio, una vez secos los higos, se sumergieron en
todas las formulaciones diferentes mientras que, a nivel semicomercial los frutos se
sumergieron en las formulaciones que presentaron una incidencia igual o menor al
30 % en los experimentos a nivel laboratorio (Q+NP, Q+NQ, Q+NP+NQ+EP,
Q+NQ+EP). Para ambos experimentos el tiempo de tratamiento fue de 30 s. Los
frutos se secaron durante 2 h a temperatura ambiente. Con ayuda de una aguja de
diseccién se realizé una herida en la cara anterior y otra en la cara posterior de los
frutos y se colocaron 10 puL de una solucién de esporas de A. flavus a una
concentracion de 104, para su posterior almacenamiento a 4 °C durante 15 dias. El

experimento se realizé por triplicado.
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6.5.1 Variables evaluadas

6.5.1.1 Incidencia y severidad de la infeccion

La metodologia correspondiente a la incidencia y severidad se ha explicado

anteriormente en los incisos 6.3.2.1y 6.3.2.2

6.5.1.2 Produccion de aflatoxinas

Se licuaron 10 g de frutos de higo con 50 ml de solucién de metanol con agua (70/30)
durante 1 min. Se filtr6 la mezcla a través de un papel whatman grado 1 para su
posterior centrifugaciéon a 5000 rpm durante 10 min. Se depositaron 5 mL del
extracto en un matraz Erlenmeyer y se le agregaron 20 mL de agua bidestilada. Se
volvio a filtrar la dilucién a través de un papel whatman grado 1 y se pasaron 10 mL
por la columna de afinidad monoclonal (Aflatest, VICAM). Posteriormente, se
enjuago la columna con agua bidestilada; se pasé 1 mL de metanol grado HPLC por
la columnay se recuper6 para introducirlo a un detector de fluorescencia de longitud
de onda multiple (VICAM, Series-4) usando excitacion a 365 nm y emision a 440 nm
para la deteccion de aflatoxinas. Los datos se expresaron en partes por billén (PPB)

de aflatoxinas totales (96).
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6.6 Evaluacion del efecto de las cubiertas nanoestructuradas sobre la
calidad sensorial de los frutos de higo

Las cubiertas comestibles se aplicaron el mismo dia de la evaluacion. Se utilizaron
5 frutos por tratamiento. Estos se colocaron dentro de vasos de unicel. A cada vaso
se le otorgd un numero aleatorio de cuatro digitos no consecutivos. Los frutos se
depositaron en cada uno de los vasos rotulados y se reservaron para la evaluacion
de los jueces. Antes de que los jueces evaluaran el color /apariencia de los frutos,
los vasos se cerraron durante 20 min. Para el sabor, los frutos se cortaron en cuatro
partes y se colocaron dentro de vasos pequefos de plastico debidamente rotulados
con los nimeros asignados en la aleatorizacion.

Para este estudio fue necesaria la presencia de 30 jueces evaluadores, los cuales
asistieron de manera voluntaria. Se entregaron dos hojas de evaluacion (anexo 1),
asi como dos muestras aleatorias a evaluar, en las cuales se calific6 aroma, color y
sabor en una escala del 1 al 9.

Donde:

1. Me disgusta extremadamente

2. Me disgusta mucho

3. Me disgusta moderadamente

4. Me disgusta poco

5. Ni me gusta ni me disgusta

6. Me gusta poco

7. Me gusta moderadamente
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8. Me gusta mucho

9. Me gusta extremadamente

Entre cada muestra se les pidié a los jueces que consumieran una galleta salada
para limpiar sus papilas gustativas y no contaminar la evaluacion de la siguiente

muestra.

6.7 Disefio y analisis estadistico
Los datos de cada variable se promediaron y se incluyo la desviacion estandar ().

Se utilizé un analisis de varianza con un método de comparacién de medias de

Tukey (p < 0.05). Se utiliz6 el paguete estadistico infostat (v. 2017).
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto del medio ambiente (medios nutritivos y concentracion del
indculo) sobre la patogenicidad de Aspergillus flavus sobre los frutos

de higo.

Los resultados mostraron que en el dia dos de almacenamiento los porcentajes de
infeccion mas altos se observaron en las cepas provenientes de los medios
CZAPEK (31 %) y PDA (24 %) a la concentracién 10* aunque no se observaron
diferencias estadisticas (p < 0.05) en ambos medios. En el dia tres, el medio
CZAPEK fue estadisticamente diferente al resto de los medios con 62 % de
infeccion. En el dia cuatro el medio CZAPEK, PDA y Agar de Malta fueron
estadisticamente similares (p < 0.05) al mostrar los porcentajes de infeccion mas
altos al final del almacenamiento (64 53 y 51 %, respectivamente). La cepa
proveniente de medio agar V8 fue la que mostr6 menor porcentaje de infeccion

durante los dias de almacenamiento (4, 13, 24 %, respectivamente) (Tabla 7).
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Tabla 7: Efecto de los diferentes medios nutritivos y la concentracién de
esporas 10% en la incidencia de A. flavus en frutos de higo almacenados

durante 4 dias.

INCIDENCIA (%)

Medio nutritivo Dias de almacenamiento
1 2 3 4

PDA 0 2404 40P 53bc
Agar de malta 0 16bc 40P 51bc
Dextrosa 0 gab 273 44b
Sabouraud

CZAPEK 0 31d 62°¢ 64°
V8 0 42 132 242

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05)

En los dias dos, tres y cuatro de almacenamiento, se observo el mayor porcentaje
de infeccién en las cepas de A. flavus en la concentracién de 10° proveniente de los
medio Dextrosa Sabouraud (27, 47 y 51 %, respectivamente), CZAPEK (20, 42y 51
%, respectivamente) y PDA (13, 38 y 47 %, respectivamente). Es importante
mencionar que se observo similitud estadistica (p < 0.05), en los medios

mencionados. Una vez mas el medio agar V8 fue estadisticamente diferente (p <
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0.05) al resto de los medios evaluados, al mostrar la menor incidencia durante el

almacenamiento (4, 4 y 36 %, respectivamente) (Tabla 8).

Tabla 8: Efecto de la incubacion en diferentes medios nutritivos y la
concentracion de esporas 10° en laincidencia de A. flavus en frutos de higo

almacenados durante 4 dias.

INCIDENCIA (%)

Medio nutritivo Dias de almacenamiento
1 2 3 4

PDA 0 132" 38be 4730
Agar de malta 0 16° 31° 56°
Dextrosa 0 27°¢ 47¢ 513
Sabouraud

CZAPEK 0 20pe 42¢ 512b
V8 0 42 43 362

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05)

En los resultados de severidad, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en los medios evaluados. En los dias de almacenamiento
dos y tres la cepa de A. flavus 10 del medio CZAPEK presentd mayor indice de
severidad (1.5 y 2, respectivamente), seguida de la cepa del medio PDA (1.4y 1.9,

respectivamente) (Tabla 9), ambos medios fueron estadisticamente similares. En el
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dia cuatro de almacenamiento la cepa del medio PDA fue la que mostré6 mayor
indice de severidad (2.4); sin embargo, fue estadisticamente similar (p < 0.05) al
resto de los medios, excepto el medio agar V8, el cual mostr6 menor severidad
durante los dias dos, tres y cuatro de almacenamiento (1, 1.1 y 1.6,

respectivamente).

Tabla 9: Efecto de la incubacion en diferentes medios nutritivos y la
concentracion de esporas 10* en la severidad de A. flavus en frutos de higo

almacenados durante 4 dias.

SEVERIDAD
Medio nutritivo Dias de almacenamiento
1 2 3 4
PDA 1+0.0 1.4 +£0.8 box 1.9+1.2bc 24+15°P
Agar de malta 1+0.0 1.2+0.62 1.6+092 21+132

Dextrosa Sabouraud 1 +0.0 1.0+0.22 1.4+0.72 21+1.4%
CZAPEK 1+0.0 15+08¢ 20+x09°¢ 23+112

V8 1+0.0 1.0+0.2¢2 1.1+042 l6+13a

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05). £
= desviacion estandar. Escala de severidad: 1= 0 %, 2= 1-25 %, 3= 26-50 %, 4= 51-

75 %, 5= 76-100 % de infeccion en la superficie de los frutos de higo.
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En general no se observaron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) en la
severidad de los frutos de higo inoculados con la concentracién 10° de los medio
PDA, Agar de Malta, dextrosa Sabouraud y CZAPEK durante el almacenamiento
(Tabla 10). El agar V8 fue estadisticamente diferente al resto de los medios, durante
los dias dos y tres (0.2 y 0.4); sin embargo, en el dia cuatro, no se observaron

diferencias entre los medios evaluados.

Tabla 10: Efecto de la incubacién en diferentes medios nutritivos y la
concentracion de esporas 10° en la severidad de A. flavus en frutos de higo

almacenados durante 4 dias.

SEVERIDAD
Medio nutritivo Dias de almacenamiento
1 2 3 4

PDA 1+ 0.0 1.4 +£0.4 ab* 1.6+09° 20+1.242
Agar de malta 1+0.0 1.2+05 1.5+£1.0° 24+14+4
Dextrosa Sabouraud 1+ 0.0 1.4+0.7° 1.7+0.8° 1.9+0.92
CZAPEK 1+0.0 1.2+042 1.6+0.8° 19+09¢2
V8 1+0.0 1.0+0.2¢2 1.0+044%2 1.9+1.3

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05). £
= desviacion estandar. Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-

75%, 5= 76-100% de infeccion en la superficie de los frutos de higo.
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7.2 Efecto de cubiertas nanoestructuradas sobre la maduracion de los frutos
de higo.

7.2.1 Pérdida de peso

En los dias de almacenamiento 3, 6, 9 y 12 los frutos de higo cubiertos con el
tratamiento Q mostraron menor pérdida de peso (6.1, 12.6, 19.1 y 25.4 %,
respectivamente), siendo estadisticamente diferentes (p < 0.05) al resto de los
tratamientos y al grupo control (9.5, 18.6, 26.8 y 32.5 %, respectivamente); sin
embargo, en el dia 9 los valores fueron similares al tratamiento Q+NP+EP, mientras
que, al final del almacenamiento, la pérdida de peso fue similar con el tratamiento

Q+NP+EP y Q+NQ+EP (25.4, 31.1y 31.9 %, respectivamente) (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propéleo en la

pérdida de peso de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.
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7.2.2 Firmeza

Con respecto a la firmeza, en el dia 3 de almacenamiento, los frutos sin tratar (C)
mostraron los valores mas altos de firmeza (6.4 N) siendo estadisticamente
diferente (p < 0.05) al resto de los tratamientos. En el dia 6 los frutos cubiertos con
el tratamiento Q+NQ mostraron la mayor firmeza (7.0 N) en comparacion con el
resto de los tratamientos. En el dia 9 no se observaron diferencias estadisticas entre
los tratamientos evaluados. En el dia 12 de almacenamiento los frutos con mayor
firmeza correspondieron a los tratamientos Q+NQ+NP (6.0 N), seguido del
Q+NP+NQ+EP (5.6 N), Q+NQ+EP (5.6 N), Q+NP (5.1 N), C(4.9N)y Q (4.1 N); sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre ellos (Tabla 11).

Los frutos de higo tratados con las cubiertas Q+NQ+NP, Q+NP+NQ+EP,
Q+NP+EP, Q+NQ+EP y Q, no mostraron diferencias estadisticas en los valores de

firmeza durante todo el almacenamiento.
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Tabla 11: Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdéleo en la firmeza

de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.

FIRMEZA (N)

Tratamiento Dias de almacenamiento

1 3 6 9 12
Q+NP 5.6 £1.4%8 31+1.1*%* 5.4 + 1.430A8 6.2+21% 51+1.3%8
Q+NQ 6.3+1.73 4.6 +3.0® 7.0 £ 1.0°A 5.8+ 2.0%" 45+1.1%A
Q+EP 7.0+0.8%¢ 43+13%8 53+]10%ABC 56+715%8 28+1.1%A
Q+NQ+NP 45+1.4% 6.0+1.13A 4.6 +1.7%A 5.3+ 0.9% 6.0 + 1.3
Q+NP+NQ+EP 6.1+1.7%* 6.2+ 0.4%" 6.1+ 1.6%A 4.4 +0.9% 5.6 + 1.0°A
Q+NP+EP 4.8+1.2% 49+1.2%A 5.0 + 1.0%A 4.4+0.8" 44+1.0%A
Q+NQ+EP 55+ 1.2%A 58+ 22%A 6.2 + 1.0%A 4.9 +0.4% 5.6 + 0.5
Q 50+ 1.7 3.9+0.5%A 3.9+09 3.8+1.2% 4.1+0.73A
C 6.0+ 1.6 6.4+1.1"® 46+09%% 44+06* 4.9+0.6"8

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos. Letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas

entre dias de almacenamiento (Tukey, p < 0.05).

7.2.3 SST

Al dia 1 de almacenamiento, los frutos de los tratamientos Q+NP+EP y Q+NQ+EP
presentaron la mayor concentracion de ©°Brix (21.2°), con diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) con el tratamiento Q+NQ (14.8°). En el dia

3, las formulaciones de Q y Q+NQ+EP tuvieron los valores mas altos (23.6 y 24.8°,
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respectivamente), mientras que, el grupo control (C) tuvo menor cantidad de °Brix

(16.8°), con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). En el dia 6, no se

encontraron diferencias significativas entre el control y los tratamientos. En el dia 9,

los higos del tratamiento Q+EP presentaron la mayor concentracion de SST (26.6

°Brix), presentando diferencias estadisticas con el tratamiento Q (18.4°) (p < 0.05).

Sin embargo, no se encontraron diferencias con respecto al control (C) ni entre los

demas tratamientos. Al final del experimento, no se observaron diferencias entre el

control y los tratamientos (Tabla 12).

Tabla 12: Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdéleo en la

concentracion de SST de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.

SST (°Brix)
Tratamiento Dias de almacenamiento
1 3 6 9 12

Q+NP 16.2 £ 1.920A 20.6 + 3.83cAB 20,8 + 1.82AB 23,0 + 3.73B 222 + 4,02AB
Q+NQ 14.8 + 2.92"A 20.8 + 3.623bcB 18.2+£2.42A8B  20.6 + 3.83bAB 212 + 2,628
Q+EP 17.4 £ 3.430A 19.8 + 2.8abcAB 16.4 £ 5.0 26.6 £ 0.6°C  24.0 + 3.928C
Q+NQ+NP 18.2 £ 2.920A 17.4 £ 2,920A 15.8+2.22A  19.8 + 3.430AB 240 + 3.728
Q+NP+NQ+EP 16.6 £2.734 17.6 + 4.520A 19.2 +3.42A 224+ 4,720A 228+ 554
Q+NP+EP 21.2 + 2.45A 23.0+3.4%cA 21 4+26% 204+350A 256+ 214
Q+NQ+EP 21.2 + 2.85A 24.8 + 2.6 196 +4.5A 21.8+3.7%A 226+ 284
Q 21 + 3.6" 23.6 + 2.5bcA 19.4+ 2.7 18.4+2.88% 20.0 £ 4.5
C 18 + 1.9abA 16.8 + 2.8 18.8+2.42~A 23.0+2.113A 220+5.7%

Letras minUsculas diferentes

indican diferencias estadisticas significativas entre

tratamientos. Letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas

entre dias de almacenamiento (Tukey, p < 0.05).
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7.2.4 Color
Para la variable de color, los resultados no mostraron diferencias significativas entre

los tratamientos, durante los 12 dias de almacenamiento de los frutos de higo (Tabla

13).

Tabla 13: Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propadleo en el

color de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.

COLOR
Tratamiento Dias de almacenamiento
1 3 6 9 12

Q+NP 8.3+2.6% 6.4+2.32 45202 47+243 3.7x2.722
Q+NQ 72+26%2 55+152 4.2 +1.22 39+£1.8 3.7+£1.52
Q+EP 75+£35%8 7.4+252 58+2.34 48=x1.728 3.9+£1.32
Q+NQ+NP 6.8+£2.82 6.2+292 4.8 +2.62 41+243 34+232
Q+NP+NQ+EP 7.7+4.12 55+2.32 4.1+2.12 29+122 27+1.82
Q+NP+EP 6.5+£3.028 6.3+3.12 4.7 £ 2.42 40x2.02 32zx1.42
Q+NQ+EP 82+50% 7.6+42% 48+23% 45+27% 37+2.1°2
Q 6.7+£2.43% 6.9+3.32 48 +1.32 42+132 33x1.72
C 7.7+£3.7% 6.9+£3.72 53+3.18 3.8+£2.78 35+218

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
(Tukey, p <0.05).

7.2.5 Capacidad antioxidante

Con respecto a la variable de capacidad antioxidante, en el dia uno, los frutos del
tratamiento Q+NQ+NP y Q mostraron los valores mas altos (56 y 54.5 %,
respectivamente), mientras que, en el dia tres los valores mas altos se reportaron

en Q+NP+NQ+EP (61 %). Al 6° dia de almacenamiento, los frutos de la formulacion
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Q+NP+EP mostraron los valores mas altos que el resto de los tratamientos. Sin

embargo, a los seis dias de almacenamiento no hubo diferencias estadisticas entre

los tratamientos. En el 9° dia de almacenamiento, los frutos del tratamiento

Q+NQ+EP tuvieron la mayor capacidad antioxidante (83.7 %), seguido del

Q+NQ+NP (67.7 %) y Q+NP+EP (60.6%), siendo estadisticamente similares entre

si (p < 0.05). Al final del experimento, los higos del tratamiento Q+NP+EP mostraron

la mayor

capacidad antioxidante (73.6

estadisticamente significativas respecto al control (57 %) (Tabla 14).

%) aunque no hubo diferencias

Tabla 14: Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propéleo en la capacidad

antioxidante de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.

Tratamiento

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (% de inhibicion de DPPH)

Dias de almacenamiento

1 3 6 9 12
Q+NP 36.4 +£10.0%" 38.1+6.8%" 54.8+13.0*8 39.0+24.3*  48.8+3.0®
Q+NQ 29.3+3.1%  49.0+10.1%° 57.6+16.9% 38.1+9.6®  43.0+18.0%®
Q+EP 425 +26.2%°  329+16.6° 47.7+3.3% 32.8+3.0% 60.7 + 12.6"
Q+NQ+NP 56.0 £ 7.3¢ 34.9+6.1% 56.6+11.3% 67.7+15.6™ 62.7 £ 7.1%°
Q+NP+NQ+EP 40.8 + 11.4%¢ 61.0+9.7¢ 54.6 £ 6.92 48.7+12.8% 61.1+09.1"
Q+NP+EP 28.1 +9.42 448 +11.7%° 63.9+11.6* 60.6 +£10.7°4 73.6 +17.4°
Q+NQ+EP 50.4 + 6.2 49.4+2.7%¢ 529+10.7¢ 83.3+2.8¢ 43.6 +9.8%
Q 545+ 11.9° 50.9 £ 5.1  47.4+254% A47.7 +7.1%¢ 37.6 £9.22
C 45.0 + 4.4%c 449 +3.1%¢ 520+6.820 53.8+7.9% 57,0+ 14.8%°

*Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos

(Tukey, p < 0.05). = = desviacion estandar.
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7.2.6 Produccion de CO>

Los valores de producciéon de CO: fueron estadisticamente diferentes (p < 0.05) a
partir del 3° dia. Los frutos de los tratamientos Q+NP+NQ+EP y Q tuvieron la menor
tasa de respiracion (45.6 y 46.2 ml CO2 Kg-th', respectivamente), mientras que, los
de los tratamientos Q+NP+EP, Q+NQ+EP y C presentaron la mayor tasa de
respiracion (57.3, 59.1 y 55.0 CO2 Kg-th, respectivamente). En el 6° dia, los higos
de los tratamientos Q+NQ, Q+NQ+NP y Q+NP+NQ+EP presentaron la menor tasa
de respiracion (54.8, 58.7 y 55.7 ml CO2 Kg-th!, respectivamente), mientras que, la
mayor produccién de CO:2 (78.5 ml CO2 Kg-th?) correspondié a los frutos del
tratamiento Q+NQ+EP; sin embargo, no hubo diferencias estadisticas entre los
tratamientos y el control. En el 9° dia del almacenamiento, la menor produccién de
CO2(58.5 ml CO2 Kg-th) fue en los frutos del tratamiento Q, y la mayor en los del
control y Q+NP+EP (92.5 y 88.2 ml CO2 Kg-th, respectivamente). Al final del
experimento, en el tratamiento Q+NP+EP se observo la mayor tasa (129.4 ml COz
Kg-th1), y en el tratamiento Q+NQ, la menor (71.3 ml CO2 Kg-th?); sin embargo,
no hubo diferencias estadisticamente significativas con el control (C). Los demas
tratamientos tampoco tuvieron diferencias estadisticamente significativas con el

control (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdleo en la

produccion de CO2 de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.

7.2.7 Produccion de etileno

En la produccién de etileno, inicamente se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en el dia 9 de almacenamiento, donde todos los
tratamientos, con excepcion del Q+NP+NQ+EP (61.2 mL / Kg-th'1), resultaron tener
la menor produccion de etileno en comparacién con el grupo control (C) (148.8 mL
/ Kg-thY). No se observaron diferencias entre los demas dias de almacenamiento

(Figura 7).
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Figura 7. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdleo en la

produccion de etileno de frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.
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7.3 Efecto de las cubiertas nanoestructuradas en el desarrollo de
Aspergillus flavus bajo condiciones controladas de laboratorio y a nivel

semicomercial.

7.3.1 Incidencia

En relacion a la incidencia de A. flavus bajo condiciones de laboratorios se observo
que los sintomas de la infeccion iniciaron hasta el 3° dia de almacenamiento, siendo
el tratamiento Q+NP+EP el que tuvo una mayor incidencia (20%). En el 6° dia de
almacenamiento, los frutos de los tratamientos Q+NP y Q+NQ presentaron el menor
porcentaje de infeccion (0 y 3.3 %, respectivamente), mientras que, los higos del
grupo control (C) tuvieron la mayor incidencia (33%). En el 9° dia de
almacenamiento, los menores porcentajes de infeccion (23.3, 16.7, 20 %)
correspondieron a los frutos provenientes de las formulaciones Q+NP, Q+NQ y
Q+NQ+EP, respectivamente. El grupo control (C) fue el que presentd el mayor
porcentaje de infeccion (60 %) en comparacion con todos los tratamientos,
mostrando diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). A los 12 dias de
almacenamiento, los frutos con la menor incidencia (20 %) fueron los tratados con
Q+NQ (20%) seguido de Q+NQ+EP y Q+NP (23.3y 26.7 %, respectivamente); y
el grupo del control mantuvo el mayor porcentaje de infeccion (66.7 %), siendo

estadisticamente diferente (p < 0.05) a los demas tratamientos. (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdleo en la
incidencia de A. flavus en frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C, bajo

condiciones de laboratorio.

La infeccion de los frutos por A. flavus bajo condiciones semicormerciales, inicio
hasta el 3° dia de almacenamiento, siendo el grupo control el que presenté una
mayor incidencia (15 %), siendo estadisticamente superior en comparacion con los
demas tratamientos (p < 0.05). En el 6° dia de almacenamiento, los frutos del
tratamiento Q+NQ presentaron el menor porcentaje de infeccion (15.3 %), siendo

estadisticamente diferente al tratamiento Q+NQ+EP y al grupo control (19.3 y 29 %,
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respectivamente) los higos del grupo control fueron los que presentaron la mayor
incidencia (33%). Este comportamiento se repitié durante todo el experimento, pues
el tratamiento Q+NQ fue el que presentd una menor incidencia, con diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05), mientras el grupo control fue el que

presentd un mayor porcentaje de infeccion (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propoleo a nivel
semicomercial en la incidencia de A.flavus en frutos de higo almacenados durante

15 dias a 4 °C.
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7.3.2 Severidad

En cuanto a la severidad de la infeccion, no se observaron diferencias estadisticas
hasta el 62 dia de almacenamiento, donde los frutos de los tratamientos Q+NP,
Q+NQ, Q+EP y Q+NQ+NP presentaron la severidad menor (1, 1.1, 1.1 y 1.3,
respectivamente) en comparacion con el grupo control (2.1). En el 9° dia de
almacenamiento, los higos provenientes de los tratamientos Q+NP, Q+NQ vy
Q+NQ+EP presentaron menor severidad (1.7, 1.6 y 1.7, respectivamente), que los
del grupo control (3.1), presentando diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05). En el dltimo dia de almacenamiento, la menor severidad (2.0, 1.8, 2.1y 1.8)
correspondio con los tratamientos Q+NP, Q+NQ, Q+NP+NQ+EP y Q+NQ+EP,
respectivamente y el grupo control mostré la mayor severidad (3.6) con diferencias

estadisticas (p < 0.05) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propéleo en la
severidad de A. flavus en frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C, bajo

condiciones de laboratorio.

En cuanto a la severidad de la infeccion en condiciones semicomerciales, se
observaron diferencias estadisticas (p < 0.05) desde el 3er dia de almacenamiento,
donde los frutos del tratamiento Q+NQ presentaron la menor severidad de la
infeccion (1.16) en comparacion con el grupo control (1.39). En el 6° dia de
almacenamiento, los higos provenientes de los tratamientos Q+NP, Q+NQ vy
Q+NQ+NP+EP presentaron menor severidad (1.43, 1.39 y 1.35, respectivamente),

que los del grupo control (1.77), presentando diferencias estadisticamente
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significativas (p < 0.05). En el 9° dia de almacenamiento, la menor severidad (1.64
1.59 1.60) correspondié con los tratamientos Q+NP, Q+NQ y Q+NP+NQ+EP,
respectivamente, y el grupo control mostré la mayor severidad (2.04) con diferencias
estadisticas (p < 0.05). En el 12° dia de almacenamiento, todos los tratamientos
presentaron una severidad estadisticamente inferior (p < 0.05) en comparacion con
el grupo control (2.35); este comportamiento se repiti6 en el uUltimo dia de
almacenamiento, siendo el grupo control el que present6 la mayor severidad en
comparacion con los demas tratamientos, con diferencias estadisticamente

significativas (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdleo a un nivel
semicomercial en la severidad de A. flavus en frutos de higo almacenados durante

15 diasa 4 °C.
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7.3.3 Produccion de aflatoxinas

En los resultados asociados con la produccién de aflatoxinas totales en los frutos
de higo tratados, los tratamientos que presentaron valores permitidos por la
legislacion fueron los siguientes: Q+NQ, Q+NQ+NP, Q+NP+NQ+EP, Q+NP+EP vy
Q+NQ+EP con valores correspondientes a 19.00, 15.00, 15.00, 17.33y 18.00 PPB,
respectivamente; por otro lado, la mayor cantidad de aflatoxinas (250.00 PPB) se
obtuvo en los frutos del grupo control (C). Se obtuvieron diferencias estadisticas (p
< 0.05) entre los tratamientos con excepcion del tratamiento Q (41.33 PPB) (Tabla

15; Figura 12).

Tabla 15: Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdleo en
el contenido de aflatoxinas producidas por la inoculacion de A. flavus en

frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4°C.

Tratamiento Aflatoxinas (PPB)
Q+NP 22.67 +2.082
Q+NQ 19.00£2.00 @
Q+EP 22.67 +£1.532
Q+NQ+NP 15.00 £+ 2.00 @
Q+NP+NQ+EP 15.00 + 3.00 2
Q+NP+EP 17.33+6.112
Q+NQ+EP 18.00+1.002
Q 41.33+£39.80 2
C 250.00 + 216.56 P

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos

(Tukey, p< 0.05). + = desviacion estandar.
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Figura 12. Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propéleo en el

contenido de aflatoxinas en frutos de higo almacenados durante 12 dias a 4 °C.

7.4 Efecto en la calidad sensorial de los frutos de higo tratados con las

cubiertas nanoestructuradas

La apariencia de los higos tratados con cubiertas nanoestrucuradas no se afect6 de
forma significativa en comparacion con el grupo control. En cuanto al aroma, el
tratamiento Q+NQ+EP, generé una aceptacion significativamente mayor en

comparacion con el grupo control (p < 0.05). Los demas tratamientos no generaron
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cambios significativos. Para la variable de sabor, los tratamientos no generaron
cambios significativos en comparacion con aquellos frutos de higo que no recibieron
tratamiento y en la variable en la que los consumidores decidian si comprarian o no
el producto, el tratamiento Q+NP+NQ+EP fue el que presenté una mayor aceptacion

(90%) en comparacion con el grupo control (60%) (Tabla 16).

Tabla 16: Efecto de cubiertas nanoestructuradas de quitosano/propdleo en la calidad

sensorial de frutos de higo.

Tratamiento Apariencia Aroma Sabor ¢Lo comprarian?
(%)

Q+NP 8.6 +0.5° 6.8 + 1.4 6.6 +2.52 70 + 482

Q+NQ 7.2+ 152 6.5+ 1.3% 6.7 +1.82 80 + 422

Q+NP+NQ+EP 7.8 +0.9% 6.7 + 1.5 7.6 +1.82 90 + 322

Q+NQ+EP 8.3+ 1.0% 8.0+ 0.5° 7.2 +1.62 70 + 482

C 7.3+1.1% 6.2 +1.02 7.2+1.72 60 + 522

Escala de aceptabilidad. *Letras diferentes indican diferencias estadisticas

significativas entre tratamientos (Tukey, p< 0.05).
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8. DISCUSION

En relacion al efecto del medio nutritivo y concentracion del inéculo, el primero
influyd sobre la patogenicidad de A. flavus. Sobre este tema, Barajas-Ontiveros et
al. (97) reportaron que los medios de cultivo pueden influir en el crecimiento y la
germinacion de las esporas ya que estas contienen reservas de nutrientes; sin
embargo, la composicion nutrimental del medio puede afectar también el proceso
de germinacion (98). Varios autores (44, 99) han reportado que el medio CZAPEK
favorece el desarrollo de este patdgeno, incluso Luna et al. (100) observaron que
las cepas de Aspergillus incubadas en este medio, tuvieron diferencias
macroscopicas (micelio blanco con pigmento amarillo difundido en el medio) al
compararla con medio PDA (micelio blanco). Seguido del medio CZAPEK, la cepa
del medio PDA mostré alta incidencia sobre los frutos inoculados con las
concentraciones 10* (64 y 53%, respectivamente) y 10° (51 y 47%,
respectivamente). Este resultado concuerda con lo reportado por Cota-Arriola et al.
(99) y Hassouni et al. (98). Los autores demostraron que hongos del género
Aspergillus incubados en medio CZAPEK mostraron mayor germinacion de esporas
(6.55 esporas ht) comparado con los desarrollados en papa dextrosa y azlcar de
bagazo de cafa (5.6 esporas h?).

La germinacion de las esporas es de vital importancia en la patogenicidad del hongo
debido a que es la primera etapa del crecimiento y es indicativo para la adaptacion

en el fruto (99).
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El medio Agar V8, se ha utilizado cuando los medios tradicionales no desarrollan
esporas en los hongos (101). Gonzélez-Pefia, (43) reportd que la biomasa
producida de hongo Phytophthora nicotianae fue mayor en el medio V8,
favoreciendo el crecimiento y la esporulacion. Contrario a esto, en la presente
investigacion, el medio Agar V8 propici6 menor capacidad de infeccion al
compararlo con los otros medios nutritivos estudiados. Este efecto concuerda con
lo reportado por McAlpin y Donald (102), los cuales encontraron que el medio
nutritivo Agar V8 produjo una baja cantidad de estromas (102 estromas) al
compararlo con el medio CZAPEK (2672 estromas), PDA (2218 estromas) y Agar
de Malta (657 estromas). Sin embargo, se ha reportado que el Agar V8 puede
favorecer la expresidon de enzimas hidroliticas (43), lo que podria explicar su
similitud estadistica con el resto de los medios evaluados en la variable de severidad

al término del almacenamiento de los higos.

En relacién al efecto de las cubiertas aplicadas sobre la calidad de los frutos, la
pérdida de peso en los higos provenientes de la cubierta Q, tuvieron en general,
menor pérdida de peso en comparaciéon con el grupo control (C) durante todo el
almacenamiento. Estos resultados concuerdan con lo reportado por varios autores,
entre ellos el de Contreras-Oliva et al. (103) quienes evaluaron cubiertas
comestibles a base de quitosano en naranjas y obtuvieron una pérdida de peso 10
% menor en las tratadas, en comparacion con las no tratadas, Igualmente, Ramos-

Garcia et al. (104) sefialaron que jitomates ‘Saladette’ cubiertos con quitosano (1
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%), acido oleico (0.1 %) y aceite esencial de limon (0.1 %) presentaron una pérdida
de peso de 7.19 % en comparacion con aquellos sin recubrimiento (8.93 %) y
Martinez-Gonzalez et al. (105) en fresas tratadas con diversas cubiertas a base de
quitosano, nanoparticulas de quitosano y extracto de propdleo, entre otros,
presentaron una pérdida de peso de 9.77 % en comparacion con el grupo control

(14.93 %).

De acuerdo a Bautista-Bafos et al. (75) el quitosano es una sustancia que tiene la
capacidad de extender la vida de anaquel de diversos productos hortofruticolas, ya
gue forma una barrera semipermeable que regula el intercambio de gases, lo que
genera, disminucion de la pérdida de agua por transpiracion, y por ende la pérdida
de peso. Por otro lado, segun Fernandez-Valdez et al. (91) el glicerol utilizado para
la elaboracion de cubiertas comestibles funge como agente plastificante, gracias a
su elevada higroscopicidad, ya que, puede abosorber la mitad de su peso en agua,
ademas, de tener una gran capacidad para formar puentes de hidrégeno y formar
polimeros, que mejoran la flexibilidad y funcionalidad, disminuyendo la rigidez y

fragilidad de la cubierta.

En general, la firmeza de los frutos tratados y no tratados no mostraron cambios
significativos, lo cual concuerda con los estudios realizados por Ramos-Garcia et
al. (76) quienes reportaron que no hubo diferencias entre las formulaciones de
quitosano con aceites esenciales aplicados en jitomate y el control. La conservacion

de la firmeza en los frutos de higo en este estudio también pudiera atribuirse al
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propéleo ya que este compuesto lo conforman mas de 150 sustancias, entre las que
destacan: la resina, polen, ceras, balsamos, aceites aromaticos y compuestos

fendlicos como el acido poligalacturénico (80).

En esta investigacion, el contenido de SST fue similar entre todos los tratamientos.
Al respecto, Baldoni et al. (69) reportaron resultados similares en la misma variedad
que la de nuestro estudio (Black mission), aunque en las evaluaciones de los
autores antes citados, las formulaciones fueron a base de quitosano (1%), cera de
abeja (0.5%) y aceites esenciales de canela (0.025%) y liméon (1%) y el
almacenamiento consistio en 16 dias. Mata et al. (106) sefialaron que los SST estan
estrechamente relacionados con el proceso de maduracién de los frutos, por lo que,
a un mayor periodo de maduraciéon, habra un mayor contenido de SST. En este
estudio, en la mayoria de los tratamientos, el promedio final de los SST ( dia 12)

fue mayor que el inicial (dia 1).

En cuanto al color, los resultados también concordaron con lo reportado por Baldoni
et al. (69) ya que no se observaron cambios de color significativos en los frutos de
higo en comparacion con los frutos no tratados. Figueroa et al. (67) mencionan que
el cambio en el color de forma natural de los frutos se debe al proceso de
maduracion ya que, en este proceso, ocurre una degradacion de la clorofila y
comienza la sintesis de pigmentos como las antocianinas. Aguilar-Ortiz et al. (107)
reportaron que las antocianinas presentes en frutos de la variedad “Black mission"

son estables a un rango de pH entre 3 y 8. Las cubiertas comestibles aplicadas en

74



este estudio tuvieron un pH de 5.6, por lo que, no afectaron el contenido de
antocianinas. Por otra parte, estos autores también reportaron que temperaturas
mayores a 60 °C aumentaron la degradacién de antocianinas; sin embargo, este
experimento se realiz6 a una temperatura de 4 °C, razon por la cual los pigmentos

no se afectaron.

Los higos del tratamiento Q+NP+EP, tuvieron la mayor capacidad antioxidante (73.6
%) al final del almacenamiento; sin embargo, no resulté ser estadisticamente
diferente al grupo control. Cabe resaltar, que este tratamiento fue el que presenté la
mayor cantidad de propdleo en comparacion con los demas tratamientos. Vargas et
al. (108) mencionan que el propéleo es una sustancia que presenta un gran poder
antioxidante, el cual se debe a su alto contenido de compuestos fendlicos de bajo
peso molecular que contienen grupos hidroxilo en su estructura quimica, los cuales
presentan un mecanismo de secuestro de radicales libres y quelacion de iones
metélicos. Por su parte, Baldoni et al. (69) reportaron diferencias en la capacidad
antioxidante a los 12 dias del experimento. En este estudio, los higos del tratamiento
con quitosano (1%) y aceite esencial de limon (1%) presentaron la mayor capacidad
antioxidante (68%), en comparacién con los tratamientos con quitosano (1%) y
quitosano (1%) + aceite esencial de canela (0.025%) (50% y 55%,

respectivamente).

El higo es un fruto con alta capacidad antioxidante. Sobre el tema, Solomon et al.

(20) reportaron que el higo contiene compuestos biolégicamente activos con poder
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antioxidante, entre los que destacan: carotenoides, antocianinas, flavonoides y
compuestos fendlicos como los acidos galico, clorogénico y cinamico. Lopez-Mata
et al. (71) mencionaron que las cubiertas comestibles tienen la capacidad de
proteger a los productos hortofruticolas del dafio oxidativo y disminuir la pérdida de

su valor comercial sin afectar la composicién quimica del alimento.

En cuanto a la respiracion de los frutos, los resultados de esta investigacion
concuerdan con lo reportado por Ramos-Garcia et al. (76) quienes no encontraron
diferencias significativas en la tasa respiratoria de jitomates tratados con cubiertas
a base de quitosano y aceites esenciales y el grupo control. Al respeto, Ortiz et al.
(109) mencionan que el efecto de atmdsfera modificada por parte de las cubiertas
comestibles, es el que permite regular el intercambio de gases: sin embargo, esto
no necesariamente afecta la tasa de respiracion y metabolismo del fruto. La
respiracion en frutos es un proceso natural en el cual las células vegetales contindian
siendo metabdlicamente activas y obtienen la energia necesaria mediante el
catabolismo de sus reservas organicas; dichas reservas se van agotando,

generando un cambio en su sabor.

En relacion al efecto de las cubiertas sobre el desarrollo de A. flavus, todos los
tratamientos presentaron una menor incidencia en comparacion con el grupo
control. Estos resultados concuerdan con los reportados por Baldoni et al. (69)
quienes reportaron inhibicion de hasta 50% en el crecimiento de varios hongos

fitopatdgenos, especificamente del género Alternaria, Aspergillus y Penicillium. Por
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su parte, Barrera et al. (73) encontraron que el extracto de propdleo presento
actividad antifangica ante C. gloeosporioides, logrando inhibir su crecimiento hasta
57%. En otros estudios llevados a cabo por Correa-Pacheco et al. (87) también se
redujo hasta 60% a C. gloeosporioides, en frutos de aguacate con la formulacién de

nanoparticulas de quitosano y aceite esencial de tomillo.

Bautista-Bafios et al. (63) sefialan que el quitosano es una sustancia con
propiedades antimicrobianas que se ha utlizado en diversos productos
hortofruticolas, logrando disminuir el desarrollo de numerosos microorganismos.
Como mecanismos de accion, se ha propuesto que la naturaleza policationica y la
longitud de la cadena polimérica del quitosano al unirse con la membrana de los
microorganismos ocasionan un desequilibrio en la homeostasis celular i6nica de K
y Ca? causando la salida de diversas moléculas que involucran a la nutriciéon del

microorganismo (7, 75).

En la evaluacion semicomercial, los frutos con la menor incidencia y severidad
fueron los tratados con la cubierta Q+NQ (30.3 % y 1.75, respectivamente) en
comparacién con el grupo control (61.3 % y 2.67, respectivamente). Locaso y del
Carmen (110) lograron inhibir hasta en 55% la incidencia de Penicillium digitatum
en naranja, cubiertas con 24 peliculas diferentes a base de quitosano. Ramos-
Garcia et al. (76) redujeron hasta 100 % a Escherichia coli DH5a en jitomates
tratados con quitosano (1 %), cera de abeja (1 %) y aceite esencial de limon (0.1

%).
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El indice de severidad de la infeccion esta estrechamente relacionado con el
crecimiento de micelio, ya que es una variable cualitativa basada en la superficie
del fruto afectada por el hongo. Mohammadi et al. (111) reportaron cero
crecimientos del hongo Phytophthora en pepinos con recubrimientos
nanoestructurados a base de quitosano y aceite esencial de canela (1.5 g/L), en
comparacion con el grupo control. Flores et al. (112) lograron inhibir la severidad de
B. cinerea en 100% con compositos de quitosano (12.5 mg/mL) y octanato de sodio

(0.51 mg / mL) en fresas.

Xoca-Orozco et al. (113) mencionan que la actividad antifungica de los compuestos
fendlicos presentes en el propdleo podria deberse a las catequinas; en especifico,
a la fraccion de la molécula de acido galico y al grupo hidroxilo presente en su
estructura. Su mecanismo de accion podria estar relacionado con la capacidad de
estos compuestos de inactivar enzimas relacionadas con la permeabilidad de la
membrana, la cual eventualmente se rompe causando lisis de conidios e hifas

resultando en una pérdida de la integridad celular.

En relacion al contenido de aflatoxinas, los frutos tratados con las cubiertas de
Q+NQ, Q+NQ+NP, Q+NP+NQ+EP, Q+NP+EP y Q+NQ+EP, presentaron valores
gue se encuentran dentro de lo permitido por la legislacion (< 20 PPM) y los higos
del grupo no tratado presentaron la mayor cantidad de aflatoxinas (250 PPM). Sobre

este tema, Cortés-Higareda et al. (8) reportaron también una total inhibicion in vitro
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de aflatoxinas de A. flavus con cubiertas a base de una formulacion de quitosano
1.0% (59.1%), glicerol (0.3 %), nanoparticulas de propéleo (20 %), nanoparticulas
de quitosano (20 %) y extracto de propdleo al 10% (0.6%). Igualmente, Torlak y Sert
(114) lograron inhibir la produccion de aflatoxinas al 100 % a nivel in vitro, con
cubiertas nanoestructuradas a base de quitosano y propéleo (40%), sefialando que
esto podria explicarse debido a la actividad sinérgica del quitosano y el propdleo y
a las ventajas que otorga la nanoestructuracion. Los mismos autores resaltaron que
la actividad antimicrobiana de las formulaciones a base de quitosano mejor6 cuando
se agreg0O extracto de propéleo, probablemente debido a que la aplicacion de
nanotecnologia a las cubiertas comestibles les confiere mayor reactividad y

eficiencia.

Juarez-Morales et al. (115) mencionaron que el quitosano tiene la capacidad de
adsorber la aflatoxina B1 cuando las cargas positivas de su grupo amino interactian
con las cargas negativas de los &tomos de oxigeno de las aflatoxinas. Por su parte,
Klitch (116) sefial6 que los compuestos fendlicos (presentes en el propdleo) y el
quitosano tienen la capacidad de disminuir la produccién de aflatoxinas de A. flavus
y A. parasiticus, mientras que, Hashem et al. (117) reportaron que el propéleo a
concentraciones de 0.6 g / 100 ml, inhibi6 completamente la produccion de
aflatoxinas provenientes de A. parasiticus. Estos autores, proponen que el
mecanismo de accion se encuentra en el metabolismo de los lipidos, ya que se

observo una represion catabolica por parte del propoleo, observando un incremento
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de la acumulacion de acidos grasos saturados; esto sugiere un mecanismo de

resistencia de la membrana fangica al disminuir su fluidez y elasticidad.

Por su parte, Carvajal (118) sefialo que las aflatoxinas se producen cuando A. flavus
se encuentra bajo estrés, lo que interrumpe la reduccion de grupos cetonicos,
favoreciendo asi, las reacciones de condensacion en la ruta metabdlica de la
sintesis de acidos grasos, generando compuestos policetonicos como las
aflatoxinas. Igualmente, Montero-Alvarez et al. (119) reportaron que la capacidad
del quitosano para inhibir las aflatoxinas es un mecanismo que implica la quelaciéon
de iones, y para ello requiere los grupos —OH y —O de los residuos de D-glucosamina
como ligantes, y 2 0 mas grupos aminos de una misma cadena para unirse a un

mismo ion.

Por otro lado, en este estudio, el quitosano solo, no inhibié de forma significativa la
produccion de aflatoxinas. Cortés-Higareda et al. (8) mencionaron que el efecto
antimicrobiano de este compuesto depende del tipo de microorganismo, pH de la
formulacion, peso molecular, concentracion y grado de desacetilacién del quitosano.
Valencia (120) reporta que la carga superficial de las células puede cambiar
dependiendo de la fase de crecimiento en la que se encuentre, lo que indica que la
susceptibilidad de las células a los antibioticos puede cambiar. En este estudio se
utilizé quitosano de bajo peso molecular (50,000-190,000 Da) con un grado de
desacetilacion >75. El grado de desacetilacion est4 asociado con una mayor

solubilidad y densidad de carga protonica. Estos dos factores son muy importantes
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para la adhesion del quitosano a la pared celular de los microorganismos, ya que a
mayor grado de desacetilacion, mayor su capacidad antimicrobiana. La densidad de
la carga positiva es la capacidad de algunos biopolimeros para protonar su grupo
amino y pasar de —NH2 a —NHs*, esta depende del grado de desacetilacion y del
pH. Los grupos —NHs* son los responsables de interactuar con las estructuras

externas de los microorganismos, desestabilizandolas y causando lisis celular.

En relacion al efecto de las cubiertas con la calidad sensorial de los higos, la mayoria
de los tratamientos preservaron la calidad de estos durante el periodo de
almacenamiento. Sobre el tema, Restrepo y Aristizabal (121) en un analisis
sensorial realizado en fresas tratadas con recubrimientos comestibles de gel
mucilaginoso de penca sébila y cera carnadba, también encontraron que los
recubrimientos preservaron los atributos de sabor, olor, color y textura hasta el 10°
dia, en comparacion con el grupo control que mantuvo los mismos atributos solo
hasta el 5° dia de almacenamiento. Por suparte, Zambrano et al. (122) evaluaron el
efecto de una cubierta comestible de mucilago de cactus sobre los atributos
sensoriales de pifias, y reportaron que los frutos que recibieron tratamiento tuvieron
mayor aceptacion en comparacion con el grupo control después de 7 dias de
almacenamiento. Los autores explican que la mayor aceptacion fue debido a que
los frutos tratados presentaron una menor pérdida de peso y mayor firmeza al
finalizar del almacenamiento, por lo que lograron mantener de mejor forma los

compuestos volatiles relacionados con aspectos como el sabor y el aroma.
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9. CONCLUSIONES

La mayor patogenicidad de A. flavus en los frutos de higo ‘Black mission’, se
presentd en las cepas incubadas en los medios nutritivos: CZAPEK, PDA y

AM y a la concentracién de esporas de 10%.

En general, el proceso de maduracion de los higos Black mission’ tratados
con las cubiertas nanoestructuradas de quitosano + propéleo no se afectd

durante el tiempo de almacenamiento de 12 dias a 4°C.

Se observé menor incidencia, severidad y produccion de aflatoxinas de A.
flavus en los frutos ‘Black mission’ tratados con las cubiertas
nanoestructuradas de quitosano + propdleo, tanto a nivel de laboratorio y

semicomercial y almacenados a 4°C. 1

Los higos ‘Black mission’ tratados con las cubiertas, tuvieron una calidad

sensoria aceptable.
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