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RESUMEN

Aspergillus flavus, es un hongo toxicogénico que puede contaminar cereales, frutos
secos y recientemente se ha reportado su presencia en frutos frescos (frutas y
hortalizas). Este hongo produce aflatoxinas, las aflatoxinas B1 y B2 las cuales pueden
causar graves dafos a la salud en los seres humanos en caso de ser consumidas. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de productos naturales comerciales,
cubiertas comestibles y nanoestructuradas a base de quitosano sobre el desarrollo de
A. flavus y la produccion de aflatoxinas de manera in vitro, asi como en frutos de tomate.
Se realizaron pruebas in vitro e in situ. In vitro se evalud, el halo de inhibicion, la
produccion de esporas y se realizé el conteo de aflatoxinas in situ, el crecimiento
micelial, la incidencia y la produccion de aflatoxinas. Los tratamientos utilizados fueron
quitosano 1%, cubierta de quitosano, cubierta nanoestructurada de quitosano,
Citrocover 1% (extracto de semillas de citricos), Resinadher 0,5% (extracto de resina de
pino), Mancozeb 2% y agua. Se utilizé6 un Anova y método de comparacion de medias
de Tukey (p< 0.05). Los resultados in vitro mostraron que Citrocover y Resinadher
redujeron la esporulacion (0,2 y 0,9 x 10° esporas mL ', respectivamente), mientras que
el quitosano inhibié la produccién de aflatoxinas. In situ, Resinadher y Citrocover,
mostraron la menor incidencia, crecimiento micelial y produccion de aflatoxinas con
valores correspondientes de 0 %, 0,0 cm? y 0,95 ppb, respectivamente, y 7 %, 0,2 cm?
y 1,77 ppb, respectivamente. El uso de Citrocover y Resinadher podria ser una

alternativa viable para disminuir el desarrollo de A. flavus en frutos de tomate.
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1. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicumL.) es una de las hortalizas mas importantes para la
economia de México, ya que se producen mas de 2 millones de toneladas anuales (1).
Durante la vigilancia de la cadena alimentaria del jitomate, pueden identificarse riesgos
que dafnan los frutos, afectando su calidad y disminuyendo el rendimiento del cultivo.
Durante el manejo postcosecha se han reportado pérdidas del producto hasta de 40%
del total cosechado; y estas pérdidas estan relacionadas directamente con la presencia
de microorganismos patdégenos, principalmente hongos fitopatogenos (2). Existe un
gran numero de hongos que atacan al jitomate en postcosecha, tales como, Alternaria
alternata, A. solani, Botrytis cinérea, Fusarium oxysporium, Rhizopus stolonifer, Mucor
sp, Penicillium sp y Aspergillus flavus. Este ultimo hongo es de importancia alimentaria,
ya que produce micotoxinas conocidas como aflatoxinas. Las aflatoxinas una vez
consumidas, son capaces de provocar problemas en el desarrollo fetal, provocar
alteracion en el genoma, asi como, provocar o acelerar procesos tumorales o

carcinogénicos (3).

En la actualidad se utilizan fungicidas quimicos sintéticos para evitar o controlar el
desarrollo de hongos fitopatdgenos, incluido A. flavus, sin embargo, a pesar de su
efectividad, se recomienda disminuir el uso, ya que se ha demostrado que pueden ser
neurotoxicos, genotoxicos, teratdgenos, mutagénicos, pueden llegar a afectar la
fertilidad, ademas estan clasificados como posibles carcinégenos por la EPA. Del mismo
modo se ha reportado que el uso frecuente de fungicidas quimicos ha causado
resistencia en los hongos y ha afectado gravemente al medio ambiente y la salud animal
(4). Ante esta problematica se han buscado alternativas al uso de fungicidas quimicos
que sean efectivas y no tengan efectos adversos al medio ambiente, a la salud animal

o a la salud humana.



Los fungicidas derivados de productos naturales podrian ser una alternativa al uso de
fungicidas quimicos, ya que se ha demostrado su efectividad y los dafios colaterales
son casi nulos. El quitosano, asi como los extractos vegetales (semilla de citricos y
resina de pino), han sido ampliamente estudiados y se ha demostrado su efectividad en
una gran variedad de hongos tales como, Colletotrichum gloeosporiodes, Rhizopus
stolonifer, Mucor y especies del género de Aspergillus, sin embargo, la informacion
referente a su efecto contra la produccion de aflatoxinas es reducida. La nanotecnologia
juega un papel importante en el control de hongos ya que, al ser utilizada junto con los
productos naturales, puede potencializar el efecto de los mismos y lograr un mayor

control en el desarrollo del hongo (5).

En la actualidad es de vital interés el uso de alternativas naturales al uso de fungicidas
quimicos, sin embargo, en ocasiones la elaboracion de los extractos puede ser
complicada y esto no permite que se llegue a implementar a corto plazo en las unidades
de produccidn (6). Por tal motivo es de interés evaluar extractos vegetales comerciales
para determinar su efecto en el control de A. flavus y su produccion de aflatoxinas en

frutos de jitomate.



2. ANTECEDENTES.

2.1 Importancia de los frutos de jitomate

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas importantes para la
economia nacional por las divisas que genera, ya que se producen alrededor de 2.2
millones de toneladas al afo. Segun el reporte del mercado de tomate rojo, en un
panorama mundial, México es el principal exportador de jitomate, comercializando hasta
1.7 millones de jitomate por afio, siendo Estados unidos el principal comprador (7,8). La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT)
reporta que en México se produjeron un total de 4,559,375 toneladas de frutos de
jitomate en el afo 2018, este fruto juega un papel importante en la gastronomia
mexicana por su versatilidad al momento de consumirlo, ya sea fresco o procesado (8).

En los ultimos afos se ha incrementado la demanda en el consumo de frutas y verduras
frescas, con la finalidad de llevar una dieta correcta, equilibrada, variada y saludable. El
consumo de jitomate se ha incrementado, debido a que es fuente de fibra, vitaminas y
antioxidantes, ademas de que tiene bajo aporte calérico. EI consumo de jitomate
previene la malnutricion en los individuos, asi como la incidencia de enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT). A nivel mundial la FAO indica que se consumen

alrededor de 20.2 kg de jitomate por persona al afio (9,10).
2.2 Descripcion botanica.
El jitomate pertenece a la familia de las solanaceas. Es una planta perene y arbustiva

que se cultiva durante todo el afo. Esta formado por la raiz principal, corta y débil, con
numerosas raices secundarias y adventicias. Su tallo principal mide entre 2 y 4 cm de
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Figura 1. Partes vegetativas de la planta del jitomate ('").

El fruto de jitomate es considerado una baya (bilocular o plurilocular), de consistencia

carnosa, ademas presenta variantes en tamano, color y sabor. El fruto esta constituido

por un pericarpio, tejido placentario y la semillas (Figura 2)(12). El jitomate es originario

de las costas de Peru, pero su cultivo comienza a desarrollarse en México donde es

domesticado por el imperio azteca, asi en el tiempo de la conquista es trasladado hacia

Europa alrededor del aio 1540.
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Pared del Semikes
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Columela

Tabique

Cavidad locular

Figura 2. Partes estructurales del fruto de jitomate!'®

2.3 Caracteristicas nutricionales del jitomate y beneficios a la salud

El fruto de jitomate esta constituido por 95% agua, 3.89 gramos de hidratos de carbono,
1.2 gramos de fibra dietética, 0.8 gramos de proteinay 0.7 gramos de grasa. Cada 100gr
de jitomate aportan 18 kcal (Tabla 1), ademas contiene una cantidad importante de
vitamina A, B1, B2, B5 y C, asi como betacarotenos (4.52mg), donde resalta el licopeno
(2570 pg) (12).
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Tabla 1. Contenido nutricional del jitomate (por cada 1009)

Nutrimento Cantidad Unidad
Energia 18 Kcal
Hidratos de carbono 3.89 G
Proteinas 0.8 Mg
Lipidos 0.75 G
Agua 95.5 %
Fibra dietética 1.2 G
Sodio 5 Mg
Potasio 237 G
Calcio 10 Mg
Hierro 0.27 Mg
Fosforo 24 G
Vitamina A 42 Mg ER
Vitamina C 13.7 G
Licopeno 2570 Mg

Datos obtenidos en USDA (12)

Varios estudios han demostrado los efectos benéficos del jitomate en el organismo

humano (14,15). En diversos estudios epidemioldgicos se ha demostrado que el

consumo de jitomate puede prevenir el desarrollo de eventos cardiovasculares (ECV);



como infarto agudo al miocardio y enfermedades cerebro vasculares, asi como ciertos
tipos de cancer. Se han descrito los mecanismos protectores de ECV gracias a la
actividad antiplaquetaria, protectora del endotelio, antioxidante y antiaterogénica,
adjudicada al licopeno presente en el jitomate. Mientras que los mecanismos que
pueden prevenir el cancer son gracias a su actividad antioxidante, la activacion de la
apoptosis, disminucion de la proliferacion celular y disminucion de la angiogénesis y
metastasis. Varios estudios han demostrado la capacidad antioxidante del jitomate, asi
como su efecto quimioterapéutico. En estudios in vitro se reportd que promueve la
apoptosis, mientras que, en estudios en animales, ayuda a prevenir la inflamacion en el
tejido adiposo y disminuye significativamente los niveles de colesterol en suero de

conejos (16-18).

2.4 Variables que determinan la calidad de los frutos de jitomate.

La calidad significa atributo, propiedad o naturaleza, que en la actualidad significa
poseer un grado de excelencia o superioridad, sin embargo, también hace referencia a
grado de cumplimiento de un numero de condiciones que determinan su aceptacion por
un consumidor (19). En la industria alimentaria es de suma importancia determinar
atributos de calidad que permitan mantener los estandares de calidad de los frutos (20).
Los atributos que se consideran esenciales para la determinaciéon de calidad en frutos
de jitomate son: a) peso, b) firmeza, c) sélidos solubles totales, d) color, e) respiracion
y f) produccion de etileno (21).

a) Pérdida de peso:
Después de la cosecha, los frutos de jitomate pierden agua de forma natural, y
esto se debe al intercambio gaseosos con el medio. Dentro de los estandares se
menciona que los frutos que pierden mas del 10% de agua son considerados
indeseables, ya que puede afectar la firmeza de los frutos y acortar su vida de

anaquel.



b)

d)

Firmeza:

La firmeza es la fuerza necesaria para conformar la superficie de un fruto, esta
es el reflejo de la frescura del mismo. La firmeza se determina utilizando un
penetrédmetro, el cual mide la resistencia que produce la cascara antes de la
ruptura, esta prueba es de amplio interés durante el almacenamiento. Los
penetrometros o texturometros expresan sus resultados en kilos-fuerza o
Newtons (N).

Solidos solubles totales:

Los Sdlidos Solubles Totales (SST) se determinan utilizando un refractometro
que indicara el indice refractrométrico y lo expresara en grados Brix (°Brix). Entre
mayor sea la cantidad de grados Brix, es mayor la cantidad de azucar presente

en el fruto de jitomate.

Color:

Los frutos de jitomate se consumen cuando el estado de madurez es 6ptimo, es
decir cuando presenta el color rojo intenso caracteristico, esta relacionado con la
textura, el sabor el aroma. El color rojo es el resultado de la degradacion de la
clorofila, asi como de la sintesis de cromoplastos, este parametro de calidad se
determina con ayuda de colorimetros, los cuales se basan en la utilizacion de
espacios cromaticos uniformes (CIELAB), que permiten visualizar y representar

colores en tres dimensiones (L, ay b).

Respiracion

La respiracion es un proceso metabdlico fundamental tanto para las plantas como
para los frutos cortados, también se puede describir como una degradacion
oxidativa de los productos, que van de almidones y azucares a los acidos
organicos, en este proceso el resultado es la produccion de moléculas mas
simples como el didxido de carbono y agua. El tiempo de vida de anaquel de un
fruto se puede determinar con la velocidad que trascurre en la respiracién del

fruto.



f) Etileno.
El etileno es una hormona que puede alterar drasticamente las caracteristicas
organolépticas de los frutos de jitomate ya que acelera los cambios en la
maduracién. La produccion de etileno puede verse alterada por medios externos,
tales como, la quema de hidrocarburos, dafos fisicos en el fruto, dafos por
microrganismos, entre otros. Dicha hormona y la tasa de respiracion son

cuantificables mediante un cromatégrafo de gases.

2.5 Vigilancia de la cadena alimentaria del jitomate

El jitomate es un fruto perecedero y delicado que puede sufrir dafios como-magulladuras
y perforaciones en su piel, causados por la inadecuada manipulacién al momento de la
recoleccion, lo que lo vuelve susceptible a la contaminacion por microorganismos en las
diversas etapas del proceso. Las etapas en las que se debe tener mayor cuidado y
atencion son: empaque, almacenamiento y transporte; debido a que en estas, se somete
al jitomate al mayor estrés fisico, lo que puede provocar dafos severos. Durante estas
etapas, se debe cuidar y mantener al jitomate libre de contaminantes alimentarios
(biolégicos, fisicos y/o quimicos), para poder lograr un alimento inocuo. Para asegurar
esta inocuidad se requiere que todas las partes que participan en la cadena de
produccion sigan buenas practicas agricolas, vigilando que se cumplan las condiciones
de ambiente en las que el jitomate debe encontrarse para mantenerse inocuo (22).
Durante el almacenamiento, se pueden presentar condiciones de alta humedad en el
ambiente, apilamiento de cajas, contacto con materiales contaminados lo cual puede
provocar, pérdida de peso en exceso, de firmeza y modificar drasticamente sus SST
(cantidad de azucar presente en el fruto que se conoce como concentracion de solidos
solubles totales), asi como el color y afectar su respiracion; estas alteraciones generan

un ambiente Optimo para la proliferacion y desarrollo de microorganismos.



2.5.1 Daino por microorganismos en frutos de jitomate

Cuando el fruto del jitomate sufre dafios fisicos, la proteccion natural del fruto (su
cascara) pierde efectividad protectora, o que lo vuelve vulnerable a la contaminacion
por diversos microrganismos. Los frutos proveen un ambiente 6ptimo para el desarrollo
de microorganismos, con la humedad y los nutrientes necesarios para su proliferacion.
Dentro de los principales microrganismos que causan dafos en el jitomate, durante el
almacenamiento, se encuentran los hongos Alternaria alternata, Rhizupus stolonifer,
Colletotrichum gloeosporioides y Aspergillus flavus. Este ultimo es uno de los mas
abundantes en el ambiente donde se cultivan y almacenan diversos alimentos. Ademas
de causar un dafo fisico al fruto, produce metabolitos secundarios téxicos para el

organismo humano denominados micotoxinas (23, 24).

2.5.1.1 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus es un hongo que puede crecer en casi cualquier tipo de sustrato,
especialmente en materia en descomposicion. Resiste temperaturas entre los 12 y
57°C, sus esporas pueden resistir temperaturas mayores a 70°C. En América Latina se
ha encontrado la presencia de A. flavus en alimentos agricolas de primera necesidad.
Los alimentos considerados mas susceptibles a la contaminacion por aflatoxinas son el
maiz, cacahuates, pistaches, nueces de Brasil, semillas de algodén, coco seco rallado,
semillas de girasol, soya, frutos secos, aceites vegetales sin refinar y recientemente se
ha observado su presencia en frutas y hortalizas frescas tales como mango manila, higo
y jitomate. Aspergillus flavus no solo genera dafios en los frutos, se destaca también por
su capacidad de generar metabolitos secundarios llamados micotoxinas. Las
micotoxinas son compuestos téxicos producidos en el metabolismo de ciertos hongos y
mohos (25,26). Estas toxinas pueden estar presentes en cereales, frutas deshidratas,
frutos frescos y pueden aparecer en cualquier momento del proceso de cosecha,



almacenamiento o transporte de los alimentos. Las micotoxinas son sustancias
quimicamente estables, dificiles de eliminar y estan presentes en ciertas cantidades aun
después los procesos de desinfeccion y conservacion. La FAO estima que el 25 % de
los cultivos mundiales se pierden a causa del dafio por microrganismos, principalmente

hongos, los cuales a su vez son generadores de micotoxinas (27-29).

2.5.1.2 Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AFs) son micotoxinas producidas por cepas toxigénicas de ciertos
hongos en diversos cultivos; son producidas principalmente por A. flavus y A.
parasiticus. Toxicologicamente se consideran toxinas potentes relacionadas con el
desarrollo del cancer, mutaciones puntuales y multiples alteraciones del desarrollo fetal.
En la fase inicial del crecimiento y desarrollo del hongo se forman pocas AFs; con el
paso del tiempo se reducen los nutrientes disponibles para el crecimiento primario del
hongo, por lo que se induce al metabolismo secundario (30). La produccion AFs se debe
a una serie de reacciones quimicas catalizadas a partir de acetato, mebolato, malonato
y ciertos aminoacidos presentes en la materia organica y ante la presencia de
importantes cantidades de agua, sirven como mecanismo de defensa ante otros
microorganismos y pueden ser segregadas al momento de la descomposicion de la
materia en la que se esta desarrollando el hongo. La produccion de AFs es inevitable,
ya que se esta relacionada al proceso de esporulacion del hongo y puede aparecer en

las distintas etapas del desarrollo de los cultivos y/o durante el almacenamiento (31).

Hasta la fecha se han identificado alrededor de 20 tipos diferentes de AFs; siendo las
AFs B1 (AFB1) y las AFs B2 (AFB2), las de mayor importancia en materia de
contaminacion de alimentos y ambas son producidas por A. flavus. La exposicion
prolongada a AFs puede tener graves consecuencias, ya que se ha demostrado que las
AFs son mutagénicas y afectan el ADN y con ello causan defectos congénitos en los
infantes (32). Logrando causar este efecto al dafar el gen p53, el cual juega un papel
importante regulando el dafio celular y funge como el responsable de la respuesta



antitumoral. Dicho dafio facilita la aparicion de tumores malignos debido a que se pierde
el control en el ciclo celular (33, 34).

Buchanan et al. (35), realiz6 una investigacion con higos contaminados por A. flavus, y
reportd la presencia de AFs en todos los estados de maduracién, siendo mayores las
concentraciones cuando el fruto estaba completamente maduro. El investigador
determiné que la cantidad de AFs eran equiparables a las presentes en el cacahuate,
soya maiz y otros cereales. Del mismo modo, Baiyewu, reportd presencia de A. flavus
y presencia de AFs en frutas de papaya, especialmente en las frutas dafadas (35). De
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, las aflatoxinas en
productos agricolas y subproductos no deben exceder 20 ug/kg (36). Por otro lado,
desde 2008 el Codex Alimentarius de la FAO y OMS mantiene en 10 pg/kg el nivel
maximo permitido de aflatoxinas en alimentos. La Comisién Europea discute la
posibilidad de equiparar el nivel vigente actualmente en la UE, con 4 ug/kg, al Codex

para todos los productos agricolas y subproductos (37).

El estudio de la AFB1 ha confirmado que existen pruebas de laboratorio en ratas y
ratones que demuestran actividad carcinogénica, téxica y mutagénica; ya que en
hembras embarazadas consumidoras de AFB1, se identificaron cambios degenerativos,
retraso en el crecimiento del feto y disminucién de los parametros reproductivos (38).
Del mismo modo, existen datos epidemioldgicos que sefialan a esta toxina como
responsable de neoplasia gastrointestinal y hepatica en diversas partes del mundo. La
presencia de AFs aumenta la permeabilidad de las células intestinales de porcinos,
permitiendo asi la entrada de sustancias toxicas para el organismo a la par que aumenta
la IL-8 (39). El Instituto Internacional para la Investigacion del Cancer también conocido
centro internacional de investigaciones sobre Cancer (CIIC) de la Organizacion Mundial
de las Naciones Unidas (Francia), indica que estas AFs son consideradas como
carcinogeno de clase 1, es decir, uno de los agentes mas peligrosos para el ser humano,
ya que, para que se manifiestan secuelas en el organismo basta con una exposicion
continua a niveles menores a los establecidos en la normativa de la mayoria de los
paises (20pg/kg) (40).



La intoxicacion causada por AFs es llamada “aflatoxicosis”, puede ser de indole aguda
o cronica y afectar gravemente el sistema inmune. La infeccidn aguda se manifiesta
como una hepatitis aguda (ictericia, fiebre, depresion, anorexia y diarrea); mientras que
la cronica se manifiesta como una hepatocarcinoma (vomito, dolor abdominal, hepatitis)

pudiendo causar la muerte (41).

Para que la AFB1 tenga accion toxica primero debe sufrir un cambio metabdlico que
ocurre al ingresar a las células hepaticas del ser que la consumid, debido al citocromo
P450 presencia de oxigeno y enzimas dependientes de NADPH. Los humanos tenemos
5 citocromos P450 capaces de activar la AFB1; dando como resultado la molécula AFB1
Exo-8,9-epoxido, la cual es inestable y tiene alta afinidad con la guanina relacionandose
covalentemente con esta en el ADN, es responsable del efecto carcinogénico y
mutagénico (41). A partir de esta union (AFB1-guanina) se forma una molécula mas
estable AFB1-formamidopirimidina que es la causante de las transcripciones con
errores subsecuentes del ADN. Este compuesto pude estar presente en mas de un ciclo
de replicacion del ADN y esta ligada a la aparicion de tumores; ya que induce a una
mutacion de G- T en la tercera base del codon 249 del gen p53 (42).

En el 2005 se detectaron 667,000 casos de cancer hepatico en el mundo lo que lo
posicion6 como el quinto mas comun en hombres y en la tercera edad, donde los
factores de riesgos apuntan desde la exposicion al virus de hepatitis By C, el consumo
de alcohol, tabaquismo y factores como anticonceptivos orales, y exposicion a
aflatoxinas (42). En Monterrey Nuevo Ledn, México, se detecto la presencia de AFB1
en humanos, al examinar a 16 pacientes con hepatocarcinoma se encontré una
mutacion del gen p53 en 3 pacientes relacionado directamente con el consumo de
aflatoxinas; asi como en pacientes de Matamoros, Tamaulipas, México. En el afio 2003,
se encontraron en el suelo donde se almacenan cereales para consumo humano rastros
de AFB1, que no disminuian de 125 ugr/kg durante 10 afos, volviendo a las aflatoxinas
un foco de alerta con relacion a su consumo en la dieta del mexicano. La AFB1, es un
potente mutagénico producido por hongos del género Aspergillus, principalmente por A.
flavus (38). Debido a estos factores, es de vital importancia utilizar medidas que



controlen o inhiban el desarrollo de este hongo y asi se evite la produccion de aflatoxinas

gue contaminan los alimentos

2.6 Métodos de control de A. flavus

2.6.1 Control quimico.

Los fungicidas quimicos son los productos mas utilizados para reducir el desarrollo de
A. flavus en los productos hortofruticolas incluyendo al jitomate y sus resultados han
sido satisfactorios, sin embargo, el uso excesivo ha causado resistencia de los hongos,
por lo tanto, se utilizan dosis mayores a las recomendadas. Algunos fungicidas quimicos
comerciales usados son neurotéxicos, genotoxicos, teratdgenos, mutagénicos, pueden
llegar a afectar la fertilidad y estan clasificados como posibles carcinégenos por la EPA;
como el benzimidazol, procloraz y clorotalonil (43). La aplicacion de estos productos,
asi como los residuos que permanecen en los alimentos afectan gravemente la salud
de las personas que los utilizan y los consumen (44). En Sonora, Mexico se estudio la
intoxicacion por uso prolongado de organofosforados por aproximadamente 26 afios,
observando un aumento de alteraciones del sistema digestivo, respiratorios y
alteraciones en la respuesta neurologica (45), concluyeron que estos pesticidas
producen alteraciones en la sensibilidad profunda. En un estudio de caracter genético
se hall6 una inhibicion significativa en la sintesis de la acetilcolinesterasa en
trabajadores con exposicidon directa (aplicacion en el campo) e indirectos (recoleccion
del fruto); asi como un aumento en los niveles de la peroxidacién de lipidos en los
directos y una reduccién de catalasa y aumento de indice de Dafio Cometa e indice de

Daro Ensayo Reparacion en ambos grupos (46).

Los efectos colaterales de los pesticidas han ocasionado la necesidad de evaluar
nuevas alternativas naturales, biodegradables y seguras aplicadas a frutos de jitomate
para consumo fresco y procesado, que puedan controlar satisfactoriamente el
crecimiento del hongo y de esta manera evitar el desarrollo de AFs (46). En frutos de
jitomate se han utilizado diversas medidas de control alternativo que van desde control



biolégico, cubierta biodegradables usos de productos naturales, asi como extractos de
especies vegetales (47-49).

2.6.2 Alternativas naturales

Existe un gran numero de alternativas naturales para el manejo de enfermedades
postcosecha, desde hace afos se ha promocionado la utilizacién de otras especies, ya
sean hongos, levaduras o bien organismos antagonistas que ayuden al control de
plagas, esta practica se conoce como control biolégico (1). La utilizacion de este control
no siempre es favorable pues no siempre presenta una inhibicion total y la aplicacion de
otro organismo no brinda total confianza a los productores, asi como a algunos

consumidores (2).

Oftra alternativa natural utilizada en los ultimos afos es la aplicacion de extractos de
especies naturales, ya sean provenientes de las semillas, tallos, o restos de cascaras.
Las plantas y algunas especies naturales son capaces de generar compuestos naturales
que funcionan como agentes protectores para los depredadores, dentro los que
destacan, los extractos de tomillo, extractos de semillas de citricos, etc (3)

Para los frutos frescos y hortalizas se ha experimentado con polimeros a base de
carbohidratos que, unidos a otros compuestos como lipidos, o proteinas, pueden
generar peliculas o cubiertas que brinden proteccion de microorganismos y a su vez
puedan generar una atmosfera modificada que disminuye la oxidacion del fruto, y conserva

o incluso mejora algunos parametros de calidad (4).

2.6.2.1 Quitosano

El quitosano es un polisacarido que se obtiene de quitina parcialmente desacetilada
siendo junto con la celulosa uno de los polimeros mas abundantes de la naturaleza,
este se encuentra formado por unidades de glucosamina y n-acetil D-glucosamina
unidos por enlaces 3 -1-4, segun la IUPAC. La fuente de este polimero esta en la



naturaleza en la pared celular de los hongos, exoesqueletos de los invertebrados,
levaduras etc. Para fines comerciales la fuente de obtencion es dada por los desechos

de los crustaceos (50).

El quitosano ha comprobado su capacidad antimicrobiana sobre antracnosis
ocasionada por Colletotrichum gloeosporiodes y dafios ocasionados por especies del
geénero Aspergillus. Los mecanismos de accion sugieren una efectividad por alteracion
en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica de los microrganismos, mediante la
interaccion de sus grupos NH3* con ayuda sus componentes fosfolipidos con cargas
negativas en la membrana, gracias a esto se logra alterar el intercambio del medio,
ademas de la formacion de quelatos con los metales de transicion y con ello la inhibicion
de algunas enzimas. A nivel molecular afecta los acidos nucleicos y alterando asi sus
funciones mediante cambios transcripciones especificos (50). A nivel in vitro
Hernandez-Lauzardo estudio la actividad antifungica del quitosano sobre Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. y Mucor spp., donde se observé una disminucion del
crecimiento micelial, asi como una inhibicion de esporulacion. Dentro de las propiedades
del quitosano se encuentra la capacidad de formar peliculas o cubiertas, que
combinadas con lipidos y otros compuestos son capaces de dar proteccion a la
superficie de los productos aplicados (51). Este polisacarido por si solo, confiere un
efecto protector y ademas puede funcionar como vehiculo para llevar dentro de las
cubiertas compuestos activos o productos antimicrobianos que aumenten la capacidad
protectora y modifiquen la atmosfera de los frutos con estas cubiertas (52). Por otro
lado, Alvarado investigo la actividad antifungica del quitosano con aceites esenciales de
canela, clavo y tomillo sobre R. stolonifer en productos de jitomate obteniendo como
resultado una inhibicion significante del hongo de un 24%, en comparacion con el control
(53). Diversos estudios describen que el quitosano tuvo actividad antifungica sobre la
fase sexual del hongo, inhibiendo al 100% la germinacion de los tubos germinativos de
las ascosporas de Mycosphaerella fijiensi a nivel laboratorio, a nivel campo y
postcosecha. La aplicacion de quitosano en la plantacion dio como resultado plantas
mas sanas, mas altas, con mayor numero de hojas y platanos (postcosecha) con retardo

en la maduracion (54).



2.6.2.2 Nanotecnologia aplicada a los alimentos

La nanociencia involucra la investigacion y el descubrimiento de nuevas caracteristicas
y propiedades de materiales a nano escala, cuyo rango va de 1 a 100 nanémetros (nm).
Por otro lado, la nanotecnologia es la manera como estos materiales son utilizados y el
estudio de las propiedades que estas caracteristicas le confieren. Esta es conformada
por distintas disciplinas como la quimica, la fisica, la biotecnologia, etc. La
nanotecnologia puede ser aplicada en distintas etapas del ciclo de alimentos, desde el
desarrollo en el campo, la proteccion de plagas hasta la preparacion de alimentos en la
cocina (55). Esta es aplicada en el campo con nanosensores para la vigilancia, lo que

brinda un mejor desarrollo y crecimiento de los cultivos.

La aplicacidon de esta tecnologia para el control de microrganismo ya ha sido llevada a
cabo de manera exitosa en un ambiente con condiciones controladas(56). Aparicio et
al. (57), han reportaron una notable inhibicion en la germinacién de esporas de A. flavus
y una reduccion en la produccion de aflatoxinas, después de utilizar una cubierta
elaborada con nanoparticulas de quitosano y propdleo, y extracto de propdleo a una
concentracion del 40%; los autores concluyen que el uso de cubiertas a base quitosano
y propéleo en higos ayuda a alargar la vida de anaquel de los frutos, a reducir el
crecimiento de A. flavus vy la inhibicidn de la produccion de aflatoxinas. Por otra parte,
Martinez-Gonzalez (58), no solo logro identificar la capacidad antimicrobiana sino
presentar una relacion directa entre cubiertas nanoestructuradas a base de quitosano y
propéleo con mejoras en algunos atributos de calidad en productos altamente
perecederos y susceptibles a dafio.

2.6.2.3 Extractos de especies vegetales



El uso de extractos naturales a partir de plantas, raices, hojas; es una practica para
proteger a los cultivos del riesgo de contaminacion por microrganismos patogenos,
debido a que estos productos generan compuestos activos provenientes de metabolitos
secundarios, los cuales pueden interferir severamente en el metabolismo de otros
organismos. Los extractos estan conformados por varios compuestos (terpenos,
fenoles, retinoides, piretroides y alcaloides), los cuales les proporcionan sus actividades

especificas (59, 60).

2.6.2.3.1 Extracto de citricos

Los extractos de citricos o de semillas de citricos han sido usados en diversas areas
como productos antisépticos y antioxidantes; en la formulacidon cosmética se ha
empleado como agente para controlar la caspa y como preservador de cremas, gracias
a sus concentraciones de vitamina C. Posteriormente se comenzo a utilizar dentro del
sector alimenticio y agropecuario; incluyéndose como aditivo-conservador en los
alimentos y como producto agroquimico para evitar la contaminacion de los cultivos por
ciertas plagas. Todas estas aplicaciones son gracias a que las plantas del género Citrus
producen metabolitos secundarios con capacidades antifungicas, incluyendo alcaloides,
terpenos, fenoles, flavonoides, taninos y saponinas. Los citricos mas comunes
contienen de forma casi exclusiva flavonas metoxiladas que son mas efectivas como
sustancias antifungicas que los demas flavonoides. Todo esto permite el uso de citricos

dentro de la industria agropecuaria en el desarrollo de biopesticidas (61, 62).

2.6.2.3.2 Extracto de Resina de Pino

Las resinas extraidas de arboles tienen como componentes primarios los terpenoides y
compuestos fendlicos. La produccion de resinas en México se encuentra entre 20 000
y 30 000 toneladas anuales (63). El uso de estas resinas puede contribuir a desarrollar
procedimientos que resuelvan problematicas relacionadas con la contaminacién de
alimentos por sus propiedades antifungicas, sin afectar la salud de aquellos que los

manipulan y los que aprovechan los resultados, sin residuos toxicos que dafen los



ecosistemas y organismos (64). Lo que vuelve tan util las resinas de los arboles cuando
son usados como pesticidas naturales es el mecanismo de resistencia a enfermedades
y plagas que ha desarrollado en su habitad natural. Uno de los compuestos carbonados
mas valorados es la oleorresina; esta es una mezcla de monoterpenos y sesquiterminos
(fraccion volatil) y diterpenos o acidos resiniferos (fraccion no volatil); esta resina es
producida como una barrera fisica ante el dafio de los agentes agresores siendo toxica
para muchos insectos y hongos patdégenos, reduciendo la proliferacion del dafio (65).
Las alternativas a base de productos vegetales como control de plagas han ido en
aumento en las ultimas décadas, algunas plantas y extractos tienen la capacidad de
generar metabolitos secundarios que fungen como medida de respuesta ante el ataque
de organismos externos o depredadores herbivoros. Los fungicidas a partir de extractos
vegetales son una alternativa en el manejo integrado de hongos fitopatégenos (66);
estos compuestos presentes en los productos naturales aparte de generar proteccion
contra microrganismo también ayudan a la conservacion de caracteristicas
organolépticas tales como evitar una pérdida de peso en los productos o bien conservar

atributos de frescura como color o firmeza.

2.6.2.3.3 Extractos vegetales Comerciales.

Los extractos comerciales brindan una alternativa de control, la cual puede estar con
mayor facilidad al alcance del productor de frutas y hortalizas. En el mercado actual se
comercializan productos naturales a base de extracto de semilla de citricos y de resina
de pino, los cuales han sido efectivos en el control de microorganismos en precosecha,
sin embargo, son pocos los estudios que reportan sus efectos durante el

almacenamiento de las frutas.

Citrocover es un producto comercial elaborado a base de extracto de semilla de citricos
al 7%. El extracto para la elaboracion de este producto se obtiene por arrastre de vapor
y se utilizan las especies de C. limon y C. sinesis.



Resinadher es un producto natural y comercial proveniente de la resina obtenida del
arbol de Pinus teocote la cual se recolecta de manera manual, posteriormente se depura

y limpia para ser mezclada con materiales inertes y diluyentes a concentracion del 60%.

3. JUSTIFICACION

El jitomate juega un papel importante en la gastronomia mundial, ya que se considera
parte de la canasta basica de muchos paises, incluyendo a México. Debido a su
composicién es susceptible a contaminarse durante varias etapas de su cadena
productiva (produccion, cosecha, almacenamiento y comercializacion) por distintos tipos
de hongos, dentro de los que destaca A. flavus. Este hongo produce AFs, las cuales
pueden afectar gravemente la salud de las personas que las consumen, siendo
causante de hepatocarcinoma y otras alteraciones del codigo genético. Las AFs no
pueden eliminarse de los alimentos, por lo tanto, es de vital importancia prevenir su
aparicion en frutos de jitomate. En la actualidad los fungicidas quimicos como el
benzimidazol, procloraz y clorotalonil son los mas utilizados para reducir el desarrollo
de A. flavus, sin embargo, su residuo en la fruta puede causar intoxicacion en las
personas que los consumen. Por este motivo es de suma importancia encontrar
alternativas que brinden seguridad al consumidor, que no generen dafos a la salud, que
proteja de microorganismos patdgenos y que no altere las caracteristicas organolépticas
de los frutos. La utilizacién de productos naturales comerciales tales como, quitosano,
resina de pino y extractos de citricos, tienen un efecto protector contra microorganismos
y evitan en cierta medida el dafo causado por el medio, sin embargo, es necesario
ampliar la investigacion del alcance protector que tienen estos productos sobre el hongo
A. flavus. Las cubiertas vegetales a base de quitosano y nanoparticulas de quitosano,
han demostrado tener un poder protector contra A. flavus. Sin embargo, aun falta
evaluar el efecto sobre el desarrollo del hongo y produccién de aflatoxinas en frutos de
jitomate.



4. HIPOTESIS:
Los extractos naturales comerciales, las cubiertas comestibles y nanoestructuradas a

base de quitosano inhibiran el desarrollo de A. flavus y la produccion de aflatoxinas,

ademas conservaran la calidad de frutos de jitomate.

5. OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar el efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles y

nanoestructuradas a base de quitosano, sobre el crecimiento de A. flavus,
produccion de aflatoxinas y su impacto sobre la calidad de frutos de jitomate.

5.1 Objetivos especificos.

5.1.1 Evaluar el efecto de los extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles
y nanoestructuradas a base de quitosano sobre el desarrollo de A. flavus de manera
in vitro mediante la técnica de pozos y conteo de aflatoxinas.

5.1.2 Evaluar el efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles y
nanoestructuradas a base de quitosano sobre la incidencia, severidad y produccién
de aflatoxinas por A. flavus en frutos de jitomate Saladette.

5.1.3 Evaluar el efecto de los extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles
y nanoestructuradas a base de quitosano sobre los parametros de calidad en frutos
de jitomate, utilizando las variables de firmeza, pérdida de peso, solidos solubles

totales, color, respiracion y etileno.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 Obtencién y preparacion de materiales.



6.1.1 Obtencion de frutos de jitomate

Los frutos de jitomate fueron donados por productores locales del municipio de
Yautepec, Morelos, México (localizado entre extremas 18°53"' N de latitud y 99°04' O de
longitud, a una altura aproximada de 1,210 m s. n. m.). Se seleccionaron los frutos que
se encontraban sanos (Figura 3) y que cumplian con las condiciones fisicas deseadas
para la venta al publico (adecuado nivel de maduracién, tamafio promedio, firmeza
aceptable, color caracteristico: rojo intenso), y se descartaron aquellos que no cumplian
las caracteristicas de maduracién o presentaron dafios fisicos o causados por

microorganismos.

Figura 3. Frutos de Jitomate sanos obtenidos de productores del municipio de
Yautepec.

6.1.2 Obtencién productos

Los productos naturales comerciales, Citrocover (extracto de semilla de citricos) y
Resinadher (resina de pino comercial) (Figura 4) fueron donados por la empresa MS
Agros. El quitosano utilizado en esta investigacion fue de medio peso molecular (grado
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de desacetilacion 75-85%), de grado reactivo Sigma Aldrich. Las nanoparticulas de
quitosano fueron elaboradas en el Laboratorio de Tecnologia de Postcosecha de
Productos Agricolas del Centro de Desarrollo Bioticos (CEPROBI) del Instituto
Politécnico Nacional. El tratamiento quimico Mancozeb fue en presentaciéon de polvo
humectable (Equivalente a 800g de i.ai/Kg).

)
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Figura 4. Productos naturales comerciales, Resinadher y Citrocover.

6.1.3 Obtencidn y activacion de cepas de A. flavus

La cepa de A. flavus utilizada en esta investigacion fue donada por el Laboratorio de
Tecnologia de Postcosecha de Productos Agricolas del Centro de Desarrollo Bioticos
(CEPRORBI) del Instituto Politécnico Nacional (IPN).

Se prepar6 medio de cultivo Czapek en un matraz Erlenmeyer de 500ml. Se vertieron 6
gr. de medio de cultivo Czapek en 120 ml de agua desionizada, se mezclé por 15
minutos con ayuda de una parrilla de agitaciéon (DAIHA LABTECH- INDONESIA) hasta
llegar al punto de ebulliciéon (100°C), posteriormente el medio de cultivo fue esterilizado



en una autoclave a una temperatura de 121°C y 15 Ibs de presion durante de 15 minutos.
25 mL del medio elaborado fue vertido en cajas petri de plastico estériles. Una vez
gelificado, se sellaron las cajas en una campana de flujo laminar (ECOSHIEL- MEXICO)

y se almacenaron en refrigeracion (4°C) hasta su utilizacion.

Para la activacion de la cepa, se cortaron discos de 0.5mL de diametro de las cajas petri
de A. flavus y se colocaron en el centro de las cajas que contenian medio Czapek
previamente elaborado. Las cajas fueron almacenadas a 27°C por siete dias.
Posteriormente se realizé una herida a frutos de jitomate y se colocé sobre la herida
10mL de solucién de esporas del hongo A. flavus (1x109).

6.1.4 Preparacion de la solucién de esporas

En una caja Petri con la cepa reactivada se adicionaron 10 mL de agua desionizada
posteriormente con ayuda de un asa bacteriolégica fue raspado el micelio, la solucion
de esporas se agrego a un matraz Erlenmeyer con 20 mL de agua desionizada. Con
ayuda de una camara de Neubauer y un microscopio se contabilizaron las esporas,

hasta obtener una concentracion de esporas de 1x10°.

6.1.5 Preparacion del quitosano

En un matraz se vertieron 1 ml de acido acético glacial (Fremont) en un litro de agua
desionizada, la solucion se agitdé durante 5 minutos. Posteriormente se agregaron 10
gramos de quitosano y se mantuvo en agitacion constante durante 24h a una
temperatura constante de 70°C, al finalizar se ajusto el pH con ayuda de hidréxido de
sodio 1N(Hycel).

6.1.6 Preparacion de las nanoparticulas de quitosano.

La preparacion de nanoparticulas de quitosano se realizé de acuerdo a lo reportado por

Correa-Pacheco et al. (67). Se prepsraron soluciones de quitosano en concentraciones



de 0,05y 1% (p/v) en acido acético (1% v/v) y agua destilada; la solucion de quitosano
se agrego gota a gota 2,5 mL de la solucidén de quitosano a la fase organica (0,05%)
posteriormente se afiadieron 40 mL de etanol y 1% de Tween 20 con ayuda de una
bomba peristaltica, esta solucibn se mantuvo en agitacion durante 10 minutos, para
evaporar el etanol se colocé en un rotavapor (Rotary Evaporator RE 300, BM 500 Water
Bath, Yamato CF 300) a 40°C y 50 rpm se redujo a un volumen de 2 mL y se almacend

en refrigeracion (4 -C) para para su uso posterior

6.1.7 Preparacioén de soluciones comerciales.

6.1.7.1 Citrocover.

Se realiz6 una solucién de Citrocover al 1%. Se mezclaron 10mL de Citrocover
concentrado en 900mL de agua desionizada y se mantuvo la solucién en agitacion
constante por 1 min. Se siguieron las instrucciones de la ficha técnica indicadas por el
fabricante (Anexo 1).

6.1.7.2 Resinadher.

Se realizd una soluciéon de Resinadher al 0.5%. Se mezclaron 5mL de Resinadher
concentrado en 955mL de agua desionizada y se mantuvo en agitacion constante
durante 1 min. Se siguieron las instrucciones de la ficha técnica indicadas por el
fabricante (Anexo 2).

6.1.7.3 Mancozeb 20%.

Se realiz6 una solucion de Mancoceb al 2%. Se pesaron 20g de Mancozeb y se
adicionaron a 980 mL de agua desionizada. La solucién se mantuvo en agitacion por un

minuto hasta disolver el producto.



6.2 Evaluacion del efecto de los extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre el desarrollo de A. flavus de manera in

vitro mediante la técnica de pozos y su produccién de aflatoxinas.

6.2.1. Técnica de pozos

Se siguid la técnica de pozos (Figura 5) para evaluar el halo de inhibicion. En una
campana de flujo laminar en condiciones estériles, se adicioné 0.5mL de solucion de
esporas (10°) en cada caja Petri con agar Czapek. La solucion de esporas se esparcid
en toda la caja con un asa bacteriologica estéril. Se dejo secar la solucion de esporas y
posteriormente con un horadador de 5 mm de diametro, se realizd un orificio en el centro
de la caja Petri. En el orificio generado se adicion6 20 ul de cada uno de los tratamientos.
Las cajas se almacenaron a temperatura ambiente. Se realizaron 6 repeticiones de cada

tratamiento.



Figura 5: Técnica de pozos. a) Caja Petri con medio Czapek en campana de flujo de
laminar esteéril, b) adicion de solucién de esporas, c) realizacion de orificio en la caja, d)
caja Petri con orificio y e) Tratamiento que se adicionaron al orificio de la caja Petri.
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6.6.2.Variables a evaluar.
6.2.2.1 Halo de inhibicion

Se midié el halo de inhibicion (mm) (Figura 6) diariamente con la ayuda de un vernier
digital. Se realizaron dos mediciones correspondientes a lo largo y ancho, en relacion al
crecimiento del hongo.

Figura 6: Halo de inhibicion presentado en el quinto dia por el fungicida Mancozeb.
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6.2.2.2 Conteo de esporas.

Despues de 7 dias de almacenamiento, se tomaron las cajas petri y se adicioné 10 ml
de agua destilada para generar una suspension de esporas. Con ayuda de un gotero se
colocaron 3 gotas de la suspension en una camara de Neubauer (Figura 7) para
después cuantificar cinco celdas, el procedimiento se realizé por triplicado.

|| Il.l
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Figura 7: Conteo de esporas de A. flavus en camara de Neubauer.

6.2.2.3 Conteo de aflatoxinas.

Se licuaron 10 g de muestra de cada tratamiento con 50 mL de solucion de etanol
absoluto al 65% durante 1 min y se dejo reposar por 5 min. Posteriormente se colocaron
2ml de la mezcla anterior en un tubo Eppendorf y se centrifugaron a 12500 RPM durante
un minuto. Posteriormente se realizé un inmunoensayo de flujo lateral de un solo paso
con el kit Reveal Q+ for Aflatoxin. Se colocaron 100 pyL del sobrenadante y 500 uL de
liquido revelador (el liquido revelador se incluia en el kit) se mezclé 5 veces para su
completa homogenizacién. Se colocé un cartucho con 3 tiras del kit Reveal Q+ for

Aflatoxin en la plataforma de analisis integrado Raptor, (Figura 8) y se le agregaron 400
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WL de la mezcla del sobrenadante y el revelador. Los datos se expresaron en partes por
billén (PPB) de aflatoxinas totales.

' Prueba en proceso

el || 1D muestra; AdD
Bl )

Figura 8: Equipo Raptor procesando conteo de aflatoxinas.

6.3 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas, sobre la incidencia y la severidad de A. flavus
y en frutos de jitomate

6.3.1 Aplicacion de tratamientos en los frutos de jitomate.

Los frutos de jitomate se lavaron durante 10s con una solucidn de agua destilada y cloro
al 1% y se enjuagaron con agua destilada estéril. Se dejaron secar a temperatura
ambiente y se sumergieron en las distintas formulaciones durante dos minutos.
Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente (28°C) para posteriormente

ser almacenados a temperatura ambiente (28+2°C).
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6.3.2 Variables a evaluar.

6.3.2.1 Incidencia

La incidencia se determind por el numero de frutos que se infectaron en un periodo de

cuatro dias y se expresaron los resultados en porcentaje utilizando la siguiente formula:

Férmula para determinar el porcentaje de incidencia de infeccion

frutos infectatos
total de frutos

% Incidencia de infeccion = ( )x100

6.3.2.2 Severidad de infeccion

El indice de severidad ocasionado por A. flavus se determin6 mediante una escala
Donde 1 =0 %; 2 =1-25 %; 3 = 26-50 %; 4 = 51-75 % y 5 = 76-100%.

6.4 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre la produccion de aflatoxinas por parte de

A. flavus presentes en frutos de jitomates a nivel de laboratorio

6.4.1 Evaluacion de aflatoxinas

Se licuaron 10 g de frutos de jitomate de cada tratamiento con 50 mL de solucion de
etanol absoluto al 65% durante 1 min y se dejé reposar por 5 min. Posteriormente se
colocaron 2ml de la mezcla anterior en un tubo Eppendorf y se centrifugaron a 12500
RPM durante un minuto. Posteriormente se realiz6 un inmunoensayo de flujo lateral de
un solo paso con el kit Reveal Q+ for Aflatoxin. Se colocaron 100 pyL del sobrenadante
y 500 L de liquido revelador (el liquido revelador se incluia en el kit) se mezclé 5 veces

para su completa homogenizacion. Se coloco un cartucho con 3 tiras del kit Reveal Q+



for Aflatoxin en la plataforma de analisis integrado Raptor (marca y pais de fabricacion),
y se le agregaron 400 pL de la mezcla del sobrenadante y el revelador. Los datos se

expresaron en partes por billon (PPB) de aflatoxinas totales.

6.5 Evaluacion del efecto de los extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre los parametros de calidad en frutos de
jitomate, utilizando las variables de firmeza, pérdida de peso, solidos solubles

totales

6.5.1 Aplicacién de los tratamientos.

Los frutos fueron lavados con agua corriente para eliminar el exceso de tierra o basura
y se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente se sumergieron en cada
una de soluciones con tratamientos previamente descritas durante 10 segundos y se

dejaron secar.

6.5.1.2 Variables a evaluar.

6.5.1.2.1 Pérdida de peso.

Los frutos fueron pesados diariamente por 10 dias. La pérdida de peso se determind
con la ayuda de una balanza digital. Se determino la diferencia entre el peso inicial y el
peso final de cada fruto de jitomate. El resultado se expresé en porcentaje de acuerdo

con la siguiente ecuacion.

6.5.1.2.1.1 Férmula para porcentaje de pérdida de peso

Pi — Pf

x100

% Pérdida de peso =



Donde Pi= peso inicial y Pf = peso final.

6.5.1.2.2 Firmeza.

La firmeza se determiné utilizando un penetrémetro analogo (KANDPI, Japén) al inicio
y al final del experimento. Se utilizO una punta cilindrica de 8mm de diametro
penetrando con este la zona media del jitomate, en tres caras del fruto. Se midieron 3
frutos diariamente de cada tratamiento durante 10 dias. Los valores se reportaron como

la fuerza requerida para atravesar la membrana del fruto en unidades de Newton (N).

6.5.1.2.3 Solidos solubles totales (SST).

Para determinar los SST, se utilizaron 30 frutos por cada tratamiento y se evaluaron
diariamente. Se extrajo una gota de jugo de los frutos tratados y con la ayuda de un
refractometro (Atago, Japon) se obtuvieron los resultados los cuales se expresaron en

grados “Brix” (Figura 9).

Figura 9: Grados Brix obtenidos de una muestra de jugo de jitomate en un refractometro
ATAGO.



6.5.1.2.4. Respiracion y Etileno.

La producciéon de CO: y etileno se midid utilizando la técnica de “espacio-cabeza”. Se
seleccionaron 3 frutos de jitomate por tratamiento y se obtuvo el volumen.
Posteriormente, los frutos se colocaron dentro de frascos de plastico con capacidad de
1L, sellados herméticamente con una tapa equipada con un septum de caucho de
silicona. Después de 2 h a 27 £ 2 °C, se extrajeron 6 mL de aire de los frascos con una
jeringa de 10 mL y se inyectaron en tubos vacutainer. Las muestras se almacenaron a

4 °C hasta su posterior evaluacion.

Para medir la produccion de CO- 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 CPMOSIEVE 5A), dos detectores (FID
/ TCD) y un inyector que se mantuvo en modo split con temperaturas de 300, 250 y 200
°C respectivamente. Se utilizo helio como gas acarreador a una velocidad de flujo de 1

mL min-'. La respiracion se expresé en ml CO2 Kg-'h" y se utilizo la siguiente ecuacion.

A%CO0,x10xvolumen libre del contenedor (L) 556 mL CO,
Peso de fruto (Kg)xTiempo de almacenamiento (h) * 71000 mg

Respiracion =

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

1000 60

PCyH4= CyH, final— CyHy Inicial X
Pfruto T

1000

x (Vfrasco — Vfruto) x



6.5.1.2.4 Color

Para determinar el color se realizd, una medicion diaria durante seis dias en ambas
caras y en la zona media de los frutos utilizando un colorimetro (Konica Minolta, Baking
Meter BC-10, Japdn), obteniendo las coordenadas de color L*, que es el indicador de la
luminosidad, a* (cromaticidad (-) verde a (+) rojo) y b* (cromaticidad (-) azul a (+)
amarillo), con las cuales se calcularon las diferencias de color AE, de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

AE = \/(AL)? + (Aa)? + (Ab)?

Donde L, a y b representan las diferencias entre los parametros de color de los frutos
recubiertos y de los frutos control, tomados como referencia el dia uno.

6.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se analizaran con el método Anova y método de comparacion de

medias de Tukey, utilizando el programa INFOSTAT.



7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre el desarrollo de A. flavus de manera In

vitro mediante la técnica de pozos y conteo de aflatoxinas.

En los resultados In vitro se observd que en el dia cuatro, cinco y seis, las cajas Petri
tratadas con Citrocover mostraron un mayor halo de inhibicion (10.4, 4.2 y 3.5 cm?)
siendo estadisticamente diferente al control. Del mismo modo, los tratamientos
Resinadher y Mancozeb, mostraron un halo de inhibicion sobre el hongo A. flavus
durante los dias cuatro, cinco y seis, sin embargo, no fueron estadisticamente diferentes
al control (Tabla 2). En el dia siete no se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos evaluados. En el caso de las cubiertas comestibles y nanoestructuradas

de quitosano, no se visualizé un halo de inhibicidén a partir de las 72 horas.

Con respecto a la produccion de esporas se observo que los productos Citrocover,
Resinadher y quitosano lograron reducir la produccion de esporas (0.2, 0.9 y 4.7 X10°
esporas mL™", respectivamente), y fueron estadisticamente diferentes al control (Tabla
3). Los tratamientos cubierta nanoestructurada de quitosano y acido acético mostraron

el mayor numero de esporas.



Tabla 2. Evaluacion In vitro de los extractos naturales, cubiertas comestibles
y nanoestructuradas de quitosano sobre el halo de inhibicién de A. flavus.

Halo de inhibicién (cm?)

Tratamiento Dias de almacenamiento
3 4 5 6 7
Quitosano 0+0° 0+0° 0+0° 0+0° 0+0°
Cubierta de .08 + 17°4 .06 + .13 0+0 0+0 0+0
quitosano
Nanoparticulas 0x0° 0+0° 0+0° 0+0° 0+0°
de quitosano
Citrocover 34+44%® 104144 42+51" 3.5+ 4.7 3.0 £4.5%
Resinadher 5.7 + 4.0 54+50%8 262138 26+£24%A8 26 +24%
Acido Acético 0+0°® 00 00 o+o0°® o+o0°®

Mancozeb 6.5 + 2.6%°C 2.6 +1.3%8 26+ 15" 1.1+ 118 99+ 158

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

almacenamiento (Prueba Anova y método de comparacion de medias de Tukey , p < 0.05).




Tabla 3: Evaluacion In vitro de los extractos naturales comerciales,
cubiertas comestibles y nanoestructuradas de quitosano sobre la

produccion de esporas de A. flavus durante 7 dias de almacenamiento.

Tratamiento Promedio de esporas

Quitosano 1 47+062

Cubierta de quitosano 14.5 + 4.8°

Nanoparticulas de 19.7 +4.14

quitosano

Citrocover 0.2+0¢°

Resinadher 0.9+£0.02°

Acido Acético 18.5+ 1.3 ¢

Mancozeb 9.4 +3.1°bc

Agua 11.1+£1.14 bc

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
(Prueba Anova y método de comparacion de medias de Tukey, p < 0.05). + = desviacion

estandar.

Con respecto a la produccién de aflatoxinas producidas por A. flavus, se observé
que los tratamientos Mancozeb, quitosano y Citrocover fueron los que mostraron
menor produccion de aflatoxinas. Sin embargo, la cubierta de quitosano logré
inhibir en su totalidad la produccion de este metabolito secundario. No se

observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos evaluados (Tabla 4).



Tabla 4: Evaluacion In vitro de los extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas de quitosano sobre la produccion de
aflatoxinas de A. flavus durante siete dias de almacenamiento.

Tratamiento Aflatoxinas (PPB)

Quitosano 0.10+0.08 @

Cubierta de quitosano 0.00 £ 0.002

Nanoparticulas de 0.83+2.20°
quitosano

Citrocover 0.13+0.16°

Resinadher 0.29+0.25°

Acido Acético 0.19+0.47a

Mancozeb 0.09+0.16°

Agua 1.21+1.50°

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Prueba
Anova y método de comparacién de medias de Tukey, p< 0.05).

7.2 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas, sobre la incidencia y la severidad de A. flavus
y en frutos de jitomate.

En los resultados sobre la incidencia del hongo A. flavus en frutos de jitomate se observo
que los frutos tratados con Resinadher y Citrocover en el segundo dia mostraron un
porcentaje menor de incidencia (0 y 7%, respectivamente) siendo estadisticamente
diferentes al control (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles y
nanoestructuradas a base de quitosano sobre la incidencia de A. flavus en frutos de
jitomate almacenados por 6 dias a temperatura ambiente (28° a 30°C) en condiciones de
laboratorio.

Con respecto al crecimiento micelial, Resinadher y Citrocover mostraron una menor
area de crecimiento micelial (0.0 y 0.04 cm?) siendo estadisticamente diferentes al
control (Tabla 5), cabe destacar que el poder protector continuo durante los siete dias
de almacenamiento. En el crecimiento micelial Mancozeb y las nanoparticulas de
quitosano resultaron menos efectivos para controlar el crecimiento micelial el hongo (1.3

y 1.5 cm).

En los resultados obtenidos de la escala de severidad de A. flavus, se observé que a
partir del tercer dia de almacenamiento Resinadher y Citrocover presentaron una menor
severidad (1 y 1, respectivamente), mientras que los frutos tratados con Mancozeb
presentaron una severidad mayor (2.0). A partir del cuarto dia de almacenamiento
(Tabla 6). El resto de los tratamientos como las cubiertas comestibles y
nanoestructuradas a base de quitosano se mantuvieron en un rango mayor a 1 pero sin

rebasar el 2, en escala de severidad.



Tabla 5: Evaluacion de extractos naturales comerciales,

cubiertas

comestibles y nanoestructuradas de quitosano sobre el crecimiento
micelial de A. flavus durante seis dias de almacenamiento en frutos de

jitomate.

Tratamiento

Crecimiento micelial (cm?)

Dias de almacenamiento

1-2 3 4 5 6
Quitosano 0.0£0.0 0.2 +0.2%° 0.7 +1.0% 09+1.23° 104+1.33%°
Cubierta de 0.0£0.0 0.2 +0.2 0.3+0.2%° 04+02% 1.2 +0.9%°
quitosano
Nanoparticulas 0.0+0.0 0.2+0.3 03+0.3% 0.4+04° 1.5+ 1.5
de quitosano
Citrocover 0.0£0.0 .04 +0.1%® .07 £0.2° 0.1 £0.5° 0.2 +0.8%®
Resinadher 0.0£0.0 0.0+£0.0° 0.0+£0.0° 0.0£0.0° 0.0£0.0°
Mancozeb 0.0+0.0 0.3+0.2° 0.0+0.5° 1.3+0.9% 1.3+1.9%
Agua 0.0£0.0 0.1 +0.2%° 0.6 +0.5% 1.8+1.8° 1.9+ 1.8°

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

almacenamiento (Prueba Anova y método de comparacion de medias de Tukey, p < 0.05).



Tabla 6: Evaluacion de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas de quitosano sobre la severidad de A.
flavus inoculado en frutos de jitomate

Severidad
Tratamiento Dias de almacenamiento
1-2 3 4 5 6
Quitosano 0.0+£0.0 1.6 +£0.5° 1.6+£0.5° 1.7+04° 1.7+04°
Cubierta de 0.0+0.0 1.6+0.4° 1.8+0.3"% 1.8+0.3° 1.8+0.3°

quitosano
Nanoparticulas 0.0+0.0 1.6+£04° 1.6+0.4" 1.7+£04° 1.8+0.3°

de quitosano

Citrocover 0.0+0.0 1.0+0.2° 1.0+0.2° 1.0+0.2° 1.0+0.2°
Resinadher 0.0+0.0 1.0+£0.0° 1.0 £0.0° 1.0 £0.0° 1.0 £0.0°
Mancozeb 0.0+0.0 1.8+0.4° 2.0+0.0° 2.0+0.0° 2.0+0.0°

Agua 0.0+0.0 1.7+0.4° 1.8+0.3™ 1.9+0.4° 1.9+0.2°

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

almacenamiento (Prueba Anova y método de comparacion de medias de Tukey , p < 0.05).

7.3 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre la produccién de aflatoxinas de A. flavus,
presentes en frutos de jitomates a nivel de laboratorio

Los frutos de jitomate tratados con Resinadher y Citrocover mostraron una menor
concentracion de aflatoxinas (0.95 y 1.77 PPB), sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, incluyendo las cubiertas comestibles y
nanoestructuradas a base de quitosano. Todos los tratamientos se comportaron
similares a excepcion del agua (5 PPB) (Tabla 7).



Tabla 7: Evaluacion de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas de quitosano sobre la producciéon de
aflatoxinas de A. flavus en frutos de jitomate almacenados por 6 dias.

Tratamiento Aflatoxinas (PPB)
Quitosano 1% 2.13+0.90°
Cubierta de quitosano 2.50 £ 1.322
Nanoparticulas de 1.87£0.45°

quitosano

Citrocover 1.77 £0.21°
Resinadher 0.95+0.68°
Mancozeb 1.93+0.65°
Agua 50+0.89°

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Prueba

Anova y método de comparacién de medias de Tukey, p< 0.05). + ‘= desviacion estandar.

7.4 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre los parametros de calidad en frutos de
jitomate, utilizando las variables de firmeza, pérdida de peso, sélidos solubles
totales.

En la evaluacion de porcentaje de pérdida de peso, los frutos de jitomate tratados con
Citrocover y Resinadher presentaron un menor porcentaje de pérdida de peso (10.49 y
11.84%, respectivamente) al final del almacenamiento. A partir del dia dos de
almacenamiento y hasta el dia 10, el tratamiento Citrocover, mostro diferencias
estadisticas significativas (1.47 y 10.49%, respectivamente), comparado con el resto de
los tratamientos (p< 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacion de extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles y
nanoestructuradas de quitosano sobre el porcentaje de pérdida de peso en frutos de
jitomate almacenados por 10 dias a temperatura ambiente (28° a 30°C) en condiciones
de laboratorio.

Con respecto a la variable firmeza, se observo que a partir del dia 2, la cubierta
de quitosano, la cubierta nanoestructurada y Citrocover presentaron una mayor
firmeza (2.7, 2.2 y 2.1N respectivamente), sin embargo, en el resto de los dias
de almacenamiento no se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos evaluados. Los frutos tratados con la cubierta de quitosano fueron

los que mostraron una mayor firmeza al final del almacenamiento (Tabla 8).



Tabla 8: Evaluacion de extractos naturales comerciales cubiertas
comestibles y nanoestructuradas en la firmeza de frutos de jitomate
almacenados durante 10 dias a temperatura ambiente (28° a 30 °C).

Tratamiento

FIRMEZA (N)

Dias de almacenamiento

2 4 6 8 10
Quitosano 1% 1.8+0.2° 1.9+0.22 1.7+£0.12° 2.0+0.1%® 1.5+0.9°
Cubierta de 27+02° 1.9+0.22 1.9+0.3%® 23+05® 22x0.2%®
quitosano
Nanoparticulas 2.2 + 0.3% 2.1+0.5° 25+0.4° 27+02° 24+0.3°
de quitosano
Citrocover 2.1+04%® 1.7 £ 0.42 1.9+0.2% 1.8+£0.2® 19+0.2%®
Resinadher 1.6+0.3° 1.8+0.12 1.8+0.12 1.7 £ 0.4° 1.7 £ 0.1
Mancozeb 1.6+0.2° 1.4 +0.12 1.7+£0.3% 2.0+ 0.3% 1.8 +£0.3%
Agua 2.0+0.2%® 1.6 +0.12 16+02° 26+04%® 21x0.2%

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.
Letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre dias de
almacenamiento (Prueba Anova y método de comparacion de medias de Tukey , p < 0.05).

Con respecto a los sélidos solubles totales no se observaron diferencias entre los
tratamientos evaluados los dias 2,4,6. Sin embargo en el dia 10, los frutos tratados con

Resinadher, mostraron el valor mas alto al final del almacenamiento (Tabla 9).



Tabla 9: Efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles y
nanoestructuradas en la concentracion de SST de frutos de jitomate
almacenados durante 10 dias a temperatura ambiente (28° a 30° C).

SST (°Brix)
Tratamiento Dias de almacenamiento
2 4 6 8 10
Quitosano 1% 3.0+ 0.0° 2.6+3.8° 2.6 +£0.6° 3.3+£0.0° 3.0£1.0%®
Cubierta de 3.3+£0.5° 3.3+£0.5° 3.0+0.0° 3.0+0.0° 3.3+0.5%
quitosano

Nanoparticulas 3.3+£0.5° 3.0+0.0° 3.0+0.0° 3.6 £0.5° 2.6 +0.5%
de quitosano

Citrocover 26+0.5° 3.0+0.0° 3.0+0.0° 3.6+£0.5° 2.3+0.5°

Resinadher 26+0.5° 3.0+0.0° 3.0+£0.0° 3.5+1.5° 4.0+0.0°

Mancozeb 3.0+£1.0° 2.6+0.5° 3.6+0.5° 3.0+ 0.0° 3.3+0.5%

Agua 3.3x1.78 3.0+£0.0° 3.3+0.5° 3.6 £0.5° 3.0+0.0%

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos. Letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas
entre dias de almacenamiento (Prueba Anova y método de comparaciéon de medias de Tukey
, p < 0.05).

Con respecto a la produccién de COg, etileno y la variable color, no se observaron
diferencias significativas en los tratamientos evaluados (Tabla 10, 11y 12).



Tabla 10: Efecto de productos naturales, cubiertas comestibles y nanoestructuradas en la
produccion de CO: en frutos de jitomate almacenados durante 7 dias a temperatura
ambiente (28° a 30° C).

Produccién de CO; (ml CO; kg-' h-")

Tratamiento Dias de almacenamiento
1 2 3 4 5 6 7
Quitosano 1%  15.34%2.06 14.81 +1.392 17.08+2332  14.10+2.082  18.26+6.03¢ 19.75+11.48* 17.74+1.872
Cubierta de 15.89 + 3.392 14.77 +1.19° 16.19+3.85¢  17.87+0.552  18.75+3.982 17.36+2.442  16.61+2.0°
quitosano
Nanoparticulas ~ 13.28+5.70° 1730+ 1.672 1410+4.882  12.38+3.36° 18.97+6.84¢ 14.97+1.47¢ 16.08+1.712

de quitosano

Citrocover 14.64 £7.532 16.32 £5.992 17.67 £ 3.592 14.24 +£2.392 18.62£5.992  14.70+1.36% 13.46+2.942
Resinadher 13.18 £ 4.462 14.47 £5.122 16.62 £ 2.962 14.72 £ 0.782 15.49+2.732  12.86+4.13% 15.68 +3.642
Mancozeb 15.89 £ 6.862 18.35+3.412 20.86 +4.59° 16.04 £ 2.172 15.13+4.100 12.03+1.47% 16.15+6.212

Agua 16.49 £ 3.332 18.83+2.782 15.43 £1.792 15.35+3.432 17.85+3.60° 16.96+3.312  18.85+4.642

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre dias de almacenamiento (Prueba

Anova y método de comparaciéon de medias de Tukey , p < 0.05).



Tabla 11: Efecto de productos naturales, cubiertas comestibles y nanoestructuradas en la
produccion de etileno en frutos de jitomate almacenados durante 7 dias a temperatura
ambiente (28° a 30° C).

Produccién de etileno (mL Kg-'h™)

Tratamiento Dias de almacenamiento
1 2 3 4 5 6 7
Quitosano 1%  0.48+0.44° 0.54+0.09 2 0.48 +0.29° 0.50 % 0.18¢ 0404035  0.32+029  0.53+0.212
Cubierta de 0.77 £ 0.26° 0.45 + 0.26° 0.64 + 0.40° 0.69 + 0.342 03040212  0.44+040°  0.65+0.112
quitosano
Nanoparticulas ~ 0.51+0.42° 0.77 £0.312 0.63 +0.33° 0.59 +0.232 037+0.132  0.32+024°  0.63+0.222

de quitosano

Citrocover 0.74 £0.392 0.64 £ 0.402 0.51+£0.452 0.42 £ 0.462 0.54+0.172 0.31+£0.172 0.24 £0.212
Resinadher 0.48 £0.272 0.49 £ 0.262 0.64 £ 0.402 0.78 £0.512 0.63 £0.062 0.31+£0.152 0.35+0.132
Mancozeb 1.57 +£0.822 0.74 £0.392 0.99+1.132 0.67 £0.302 0.42 £0.232 0.53+0.172 0.17£0.122

Agua 0.73£0.292 0.66 £0.272 0.29 £0.262 0.59+£0.342 0.32£0.232 0.50+0.142 0.39 £0.092

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre dias de almacenamiento (Prueba

Anova y método de comparacion de medias de Tukey , p < 0.05).



Tabla 12: Efecto de productos naturales, cubiertas comestibles y nanoestructuradas en
el color en frutos de jitomate almacenados durante 6 dias a temperatura ambiente (28°

a 30° C).
Color
Tratamiento Dias de almacenamiento
1 2 3 4 5 6
Quitosano 1 % 17.77 £ 6.172 22.09 + 6.242 26.16 £5.232 31.20+4.132 31.66 + 4,982 33.08 £3.812
Cubierta de 16.42 + 1.682 19.95+2.477 24.07 £3.022 28.51+2.972 30.08 £2.382 29.71+£2.772
quitosano
Nanoparticulas ~ 20.05+5.18° 24.30 £ 4.63° 25.47 £2.48° 31.64£3.132 32.56 £ 2.34° 31.55 £ 4.982
de quitosano
CitFOCOVGF 17.43 £3.422 22.00 £ 3.472 27.01 £5.022 31.80+5.632 32.42 +£5.152 36.45 + 10.302
Resinad her 16.83 £+ 5.322 20.35+5.742 21.96 £ 4.342 26.58 + 1.652 27.15 £ 2.652 28.27 £2.212
Mancozeb 15.87 £+ 1.452 19.13 +1.832 22.90 £ 3.302 27.13+3.912 28.50 + 3.392 29.03£4.212
Ag ua 16.25 + 5.652 21.76 £5.142 25.54 +3.722 29.75 +4.872 31.20+£4.072 32.79+3.772

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. Letras

mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre dias de almacenamiento

(Prueba Anova y método de comparacion de medias de Tukey, p < 0.05).

8. DISCUSION

8.1 Evaluacién de extractos naturales comerciales, cubiertas comestibles y

nanoestructuradas sobre el desarrollo de Aspergillus flavus en pruebas In vitro.

Las cajas tratadas con Citrocover, mostraron el mayor control sobre A. flavus durante la
incubacion In vitro, estos datos son similares a los presentados por Iglesias (68) quien
realizé evaluaciones In vitro de extracto de Citrus aurantium , C. latifolia'y C. reticulata
sobre Alternaria solani y Passalora fulva, y logro identificar que en general, todos los
extractos logran inhibir el crecimiento y desarrollo de hongos incluso superior a un 50%
en comparacion al control (69). Los extractos de citricos destacan por la produccion de



compuestos bioactivos como, compuestos fendlicos, acido ascoérbico, flavonoides,
pectinas, alcaloides, saponinas, glicosilasas, taninos entre otros. Dentro de los
compuestos que brindan una proteccion contra microrganismos, destacan los
flavonoides y fenoles, ya que debido a sus estructuras aromaticas y su grupo hidroxilo
alteran y desestabilizan las actividades enzimaticas de la quitina, quitina sintasa y -
glucanasa, dando como resultado la ruptura de la membrana citoplasmatica de hongos
(70).

En las cajas petri tratadas con recubrimiento de quitosano, destaca la nula produccién
de aflatoxinas (0.0) producidas por A. flavus, estos datos concuerdan con los
presentados por Cortes-Higareda et al. (71), quienes evaluaron cubiertas de quitosano
al 1% de manera In vitro y obtuvieron una inhibicion total de la produccion de aflatoxinas.
Esto puede ser ocasionado por la interaccién de las cargas positivas del grupo amino
presente en el quitosano interactuando con los atomos de oxigeno presentes en las
aflatoxinas (72). Otro método de accidn presentado por Brakai-Golan (73), propone que
el ambiente rico en zinc estimula la produccién de estos metabolitos secundarios
producidos por A. flavus y A. parasiticus, y en respuesta a la accion quelante del
quitosano sobre el zinc, puede provocar una inhibicion del en la produccién de

aflatoxinas por estos hongos.

8.2 Evaluacién de productos naturales comerciales, cubiertas comestibles y
nanoestructuradas sobre el desarrollo de Aspergillus flavus en frutos de jitomate.

En la evaluacién de los productos naturales sobre los frutos de jitomate, el Citrocover y
Resinaher inhibieron el crecimiento micelial, asi como la incidencia de A. flavus en
jitomate. Estos datos son similares a los presentados por Gaviria-Hernandez (74), quien
evaluo los extractos comerciales de C. sinensis'y C. grandis (0.05%) sobre el desarrollo
de Colletotrichum gloeosporioides 'y C. acutatum en frutos, y encontré una inhibicion del
100% en el crecimiento micelial, asi como en la biomasa fungica. Asi mismo Silva (75),
evaluo extractos de citricos al 1% para el control del hongo Penicillium spp. en frutos de

manzano y reportd un control del 99.5%. La capacidad de los extractos de citricos para



controlar los hongos se debe a las grandes cantidades de concentraciones de
compuestos fenalicos y flavonoides, estos compuestos son capaces de inhibir enzimas
que afectan la respiracion de los hongos de la misma manera que tienen la capacidad
de formar tanto alcoholes como esterés y con ello evitan el crecimiento de hifas y

también previenen la germinacion de esporas.

El fabricante menciona que Citrocover esta compuesto de acido ascérbico, acido
palmitico, manitosa, glucosa, glicéridos, acidos grasos, aminoacidos, bioflavonoides
citricos mezclados con grupos de aminas, tocoferoles y terpenos de naranja. Los
terpenos han sido ampliamente estudiados pues estos destacan por su actividad
fungicida, tal como lo describe Quintana-Obregon et al. (76), quien reportd una inhibicidn
del 100% del crecimiento micelial de A. tenuissima y cuando se afade 1% extra de
terpeno de naranja se obtiene 20% menos de germinacion de esporas. Los compuestos
como terpenos son compuestos que logran reducir la division celular e inhibir el
consumo de oxigeno. La respiracion mitocondrial la fosforilacion oxidativa y la sintesis
de ADN. El D-limoneno aumenta especificamente la fluidez de las membranas fungicas,
lo que conduce a una alta permeabilidad inespecifica de la membrana y pérdida de
integridad, mientras que la actividad antifungica del citronelol se atribuye a la inhibicion
de la sintesis de ergosterol en la membrana fungica, lo que da como resultado
inestabilidad osmatica y metabdlica (77-79).

8.3 Evaluacion del efecto de extractos naturales comerciales, cubiertas
comestibles y nanoestructuradas sobre los parametros de calidad en frutos de
jitomate, utilizando las variables de firmeza, pérdida de peso, sélidos solubles
totales.

La calidad de los frutos de jitomate se mantuvo durante todos los dias de
almacenamiento de manera significativa entre aquellos frutos a los que se les aplico
tratamiento y el grupo control. Las caracteristicas organolépticas del jitomate se

mantuvieron, conservando su buena calidad.



Con respecto a las variables de calidad, observamos que la firmeza fue
significativamente mayor en los frutos tratados con nanoparticulas de quitosano. Estos
datos concuerdan con lo reportado por Martinez-Gonzalez, (2019) (78), donde indica
que frutos de fresa tratadas con nanoparticulas de quitosano (10, 20 y 30%), mostraron
una firmeza mayor (4.8) al final del almacenamiento, al compararlo con el control. Al
igual que en nuestra investigacion, Ruiz-Lopez et al. (80), reportaron que la aplicacion
del extracto de semillas de toronja no afectd el contenido de SST en meldn durante
almacenamiento bajo condiciones de mercado (20°C). Los SST no solo refleja el estado
de madurez de madurez del fruto, sino también el grado de calidad.

La pérdida de peso se vio disminuida al utilizar el Citrocover en frutos de jitomate, del
mismo modo, Silva et al. (75), reportaron que al utilizar un extracto de citricos comercial
al 1%, disminuyd el porcentaje de pérdida de peso (1.8%) de frutos de manzana
comparado con otros extractos vegetales incluyendo al grupo control. La reduccién de
peso y de tamafio son causadas por procesos fisiologicos naturales, como respiracion
y transpiracion, sin embargo, varios reportes indican que la utilizacién de los extractos
de citricos reduce esta pérdida. Esto puede estar relacionado con los componentes
hidrofobicos de su férmula, lo que le permite disminuir la pérdida de agua en el fruto
(80).

No se observaron diferencias estadisticas con respecto al color, respiracion y
produccion de etileno, lo que indica que los extractos de citricos no modifican la calidad

de los productos hortofruticolas.



9. CONCLUSION

Los extractos de semillas de citricos comerciales, asi como la resina de pino comercial,
evitan el crecimiento micelial causado por A. flavus, asi mismos disminuyen la
produccion aflatoxinas. Por otro lado, de manera in vitro las cubiertas de quitosano
evitaron el desarrollo de aflatoxinas en su totalidad. La resina de pino comercial y el
extracto de semilla de citricos demuestran ser una opcion viable para el control del
hongo fitopatogeno A. flavus, a su vez los tratamientos a bases de semillas de citricos
lograron disminuir la pérdida de peso de los frutos obteniendo una ventana de

oportunidad para evitar perdida temprana del producto almacenado.



10. REFERENCIAS

. FAO (Internet). Fao.org. (2022) |[citado Junio de 2022]. Disponible en:
https://www.fao.org/plant-health-day/es.

. FAO (internet). Fao.org. (2022) |[citado Junio de 2022]. Disponible en:
https://lwww.fao.org/hunger/es/#:~:text=Una%20persona%20padece%20inseguridad %
20alimentaria,falta%20de%20recursos%20para%20obtenerlos.

. Bogantes, L. P., Bogantes, L. D., Bogantes, L. S. (2004). Aflatoxinas. Revista Acta
Medica Costarricense, pp. 46(4).

. Salesa Landete, B. (2021). Evaluacion de los efectos producidos en diferentes niveles
de organizacion biolégica en daphnia magna tras la exposicion al fungicida procloraz y
al insecticida piriproxifen. (Tesis doctoral). Universidad de Valencia, Espafia.

. Quintana, O. E., Plasencia, J. M., Cortez, R. M. (2013). Impacto del uso de los azoles:
implicaciones agricolas y dafios a la salud. En Avances en Ciencias y Tecnologia
Alimentaria en México; Ramirez de Leodn, J. A., Uresti Marin, R., Aldana Madrid, M. L.,
Loarca Pifa, M. L. F., Eds.; Plaza y Valdés Editores: Madrid, Espana, 2013; pp. 523-
536.

. Bautista-Baros, S., Ventura-Aguilar, R. |., Correa-Pacheco, Z., Corona-Rangel, M. L.
(2017). Chitosan: A versatile antimicrobial polysaccharide for fruit and vegetables in
postharvest-A review. Revista Chapingo Serie Horticultura, 23(2), pp. 103-121.

. Pérez, G. (2007). Comportamiento fenoloégico y agrondmico de la variedad de tomate
(Solanum Lycopersicum L.) Sahel bajo condiciones en campo abierto y casa sombra.
(Tesis de Licenciatura). Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, México.

. FAOSTAT [Internet]. Fao.org. (2020) [citado Mayo 26 de 2020]. Disponible en:
http://www.fao.org/faostat/es/#home.

. Rodriguez, S., Nereyda, S. (2011). Uso de agentes antimicrobianos naturales en la
conservacion de frutas y hortalizas. Ra Ximhai, 7(1), pp. 153-170.

10.Navarro-Gonzalez, |., Periago, M. J. (2016). El tomate, ;alimento saludable y/o

funcional? Revista Espafiola de Nutricion Humana y Dietética, 20(4), pp. 323-335.



11.El cultivo del tomate (Parte I). [internet] Infoagro.com. 2021.[citado noviembre 26 de
2021]. Disponible en:
https://www.infoagro.com/documentos/el_cultivo_del_tomate__parte_i_.asp.

12.Noale, N (2016). Tomate para industria: revision bibliografica y seleccidon de variedades
en el Valle Medio de Rio Negro (Tesis licenciatura). Universidad Nacional de La Plata,
Argentina.

13.Info agrénomo [Internet]. Articulos sobre Agronomia y Agricultura [citado 17 septiembre
2022]. Disponible en:
https://infoagronomo.net/?fbclid=IwAR39mM6nyWrOv3kmeubSNkrcmXaEZimXXhzqYT
AgzRbZWR042fTSk8xUcnlI8

14.U.S. Departamento de Agricultura [internet] FoodData Central Search Results. Com
(2021). [citado en noviembre de 2021]. Disponible en: https://fdc.nal.usda.gov/fdc-
app.html#/food-details/170457/nutrients.

15.Li, X., Xu, J. (2013). Lycopene Supplement and Blood Pressure: An Updated Meta-
Analysis of Intervention Trials. Nutrientes, 5(9), pp. 3696-3712.

16.Waliszewski, K., Blasco, G. (2019). Propiedades nutracéuticas del licopeno. Salud
publica de Mexico, 52(3), pp. 254-265.

17.Palomo, I., Moore-Carrasco, R., Carrasco, G., Villalobos, P., Guzman, L. (2010). El
consumo de tomates previene el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y
cancer: antecedentes epidemiologicos y mecanismos de accion. Idesia (Arica), 28(3),
pp. 121-129.

18.Cruz-Bojorquez, R., Gonzalez, J., Sanchez-Collado, P. (2013). Propiedades funcionales
y beneficios para la salud del licopoeno. Nutricién Hospitalario, 28 (1), pp. 6-15.

19.Rodriguez-Eugenio, N., McLaughlin, M., Pennock. D. (2019). La contaminacion del
suelo: una realidad oculta, FAO.

20.La calidad en frutas y hortalizas; capitulo 5 [internet]. Fao.org. 2021 [citado noviembre
de 2021]. Disponible en: https://www.fao.org/3/y4893s/y4893s08.htm.

21.Casierra-Posada, F., Aguilar-Avendafio, O. E. (2008). Calidad en frutos de tomate
(Solanum lycopersicum L.) cosechados en diferentes estados de madurez. Agronomia
Colombiana, 26(2), pp. 300-307.



22.Juarez-Lopez, P., Castro-Brindis, R., Colinas-Leodn, T., Ramirez-Vallejo, P., Sandoval-
Villa, M., Reed, D. W., Cisneros-Zevallos, L., King, S. (2009). Evaluacion de calidad de
frutos de siete genotipos nativos de jitomate (Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme). Revista Chapingo. Serie Horticultura, 15(spe), pp. 5-9.

23.Vivas, J. (2015). Estudio de la cadena alimentaria del tomate de arbol (Cyphomandra
betacea) para el desarrollo de una propuesta de mejoramiento productivo en la etapa
de comercializacion en el mercado de Ifiaquito. (Tesis de licenciatura) Universidad
Tecnologica General Mariano Escobedo, México.

24.Arrua, A., Moura, J., Fernandez, D., Cazal, C. (2013) Aspergillus y Micotoxinas. Revista
Médica, 2013(2), pp. 141- 164.

25.Bernal, R. (2010). Enfermedades de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) En
invernadero en las zonas de salto y bella union. Montevideo-Uruguay: Unidad de
Comunicacion y Transferencia de Tecnologia de INIA.

26.0OMS. [Internet] 2018. Aflatoxinas (pp. 1-6). FAO [citado 26 de mayo de 2021].
Disponible en: https://www.who.int/foodsafety/FSDigest_Aflatoxins_SP.pdf.

27.Martinez, M. M., Vargas del Rio, L. M., Gomez Quintero, V. M. (2013). Aflatoxinas:
incidencia, impactos en la salud, control y prevencién. Biosalud, 12(2), pp. 89-109.

28.Micotoxinas. (2021). [citado 17 abril 2021]. Disponible en: https://www.who.int/es/news-
room/fact-sheets/detail/mycotoxins

29.Mendoza-Carrillo, J. (2020). Evaluacion de la posible presencia de micotoxinas en
mango fresco y procesado. Investigacion Y Desarrollo En Ciencia Y Tecnologia De
Alimentos, 5, pp. 244-249.

30.Kyanko, M. V., Russo, M. L., Fernandez, M., Pose, G. (2010). Efectividad del Acido
Peracético sobre la reduccion de la carga de Esporas de Mohos causantes de Pudricidon
Poscosecha de Frutas y Hortalizas. Informacion Tecnoldgica, 21(4), pp. 125-130.

31.Pefia, D. (2007). La exposicion a la aflatoxina B1 en animales de laboratorio y su
significado en la salud publica. Salud Publica de México, 49(3), pp. 227-235.

32.Urrego Novoa, J., Diaz, G. (2006). Aflatoxinas: mecanismo de toxicidad en la etiologia
de cancer hepatico celular. Revista Facultad de Medicina. 54(2), pp. 108-116.



33.Cabrera, P., Fernandez, A., Diaz, T., Bastidas, P., Molina, M., Bethencourt, A., Ascanio,
E. (2006). Efecto teratogeno de la aflatoxina b1 sobre embriones murinos. Agronomia
Tropical, 56(4), pp. 485-488.

34.Del Rio, J., Moreno, C., Pinton, P., Mendoza, P., Oswald, I. (2007). Evaluacién de la
citotoxicidad de la aflatoxina y la fumonisina en células intestinales de porcino. Revista
Iberoamericana de Micologia, 24, pp. 136-141.

35.Buchanan, J., Sommer, N., Fortlage, R. (1975) Aspergillus flavus Infection and Aflatoxin
Production in Fig Fruits. Applied Microbiology, 30(2), pp 238-241.

36.Baiyewu, R., Amusa, N., Ayoola, O., Babalola, O. (2007). Encuesta de enfermedades
postcosecha y contaminacion por aflatoxinas de la fruta de papaya (Carica papaya L)
comercializada en el suroeste de Nigeria. department of Microbiology, Olabisi Onabanjo
University, P.M.B. 2002, Ago Iwoye. Ogun State Nigeria, pp. 178-181.

37.NORMA Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, Productos y Servicios. Control de
aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal. Especificaciones sanitarias.
Diario Oficial de la Federacién. México. 2002

38.FAO. (1995). CODEX STAN 193-1995 (Anexo 1).
https://www.fao.org/fileadmin/user_upload/livestockgov/documents/CXS_193s.pdf

39.Guzman, P. D., (2020). La exposicion a la aflatoxina B1 en animales de laboratorio y
su significado en la salud publica. Revista de Salud Publica México, 49(3), pp. 227-235.

40. Consejo Ejecutivo, 39. (1967). Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer:
Informe sobre el Acuerdo de Residencia entre el Gobierno de Francia y la
OMS. Organizacion Mundial de la Salud. https://apps.who.int/iris/handle/10665/10947 3.

41.Londono, E. M., Martinez, M. M. (2017). Aflatoxinas en alimentos y exposicion dietaria
como factor de riesgo para el carcinoma hepatocelular. Revista Biosalud,16(1), pp. 53-
66.

42.Igbal, S. Z., Asi, M. R., Arifio, A. (2013). Aflatoxins. Stanley Maloy and Kelly Hughes,
Eds. Brenner’s Encyclopedia of Genetics 2° Edition, Vol 1. San Diego: Academic Press,
pp. 43-47.

43.Carrefio Venegas, A., Hurtado Guerra, J., Navas Maria, C. Exposicion a aflatoxina: un
problema de salud publica. Exposition to aflatoxin: A public health problem. latreia,
27(1), pp. 42-52.



44.0Ortega, E., Carrera, M., Delgadil, D., Intriago, M., Lares, E., Quintanar, M. (2016)
Asociacion de la exposicion ocupacional a plaguicidas organofosforados con el dafo
oxidativo y actividad de acetilcolinesterasa. Revista de Toxicidad,33(1), pp. 39-43.

45. Badii, M. H., Landeros, J. (2007). Plaguicidas que afectan a la salud humana y la
sustentabilidad. Revista CULCyT, 4(19), pp. 21-34.

46.1barra, A. J., valencia L. C., Castillo M. M., Manuel R. L., Borboa S. J., Mexia A. M., Ruiz
S. N., (2019). Agroquimicos organofosforados y su potencial dafio en la salud de
trabajadores agricolas del campo sonorense. Revista Ciencia ergo-sum, 26(1), pp. 1-
11.

47.Manual de Plaguicidas [Internet]. Plaguicidasdecentroamerica.una.ac.cr. 2020 [citado
27 May 2020]. Disponible en:
http://www.plaguicidasdecentroamerica.una.ac.cr/index.php/base-de-datos-menu/152-
clorotalonil.

48.Jozivan, F., Teixeira, E., Xavier, L., Martins, A., Fladiner, T. (2008). Extractos Vegetales
en el control de plagas. Revista Veracruzana, 3(3), pp. 1-5.

49.Mesa, V., Marin, P., Ocampo, O., Calle, J., Monsalve, Z. (2019) Fungicidas a partir de
extractos vegetales: una alternativa en el manejo integrado de los hongos fitopatégenos
Revista de Investigacion Agropecuaria, 45(1), pp. 23-30.

50.Larez, V. C., (2006). Quitina y quitosano: materiales del pasado para el presente y el
futuro. Revista Avances en Quimica,1(2), pp. 25-21.

51.Bautista-Banos, S., Gonzalez-Soto, R., Ramos-Garcia, M. (2018). Propiedades fisicas
de peliculas de quitosano adicionadas con aceite esencial de limoén y su impacto en la
vida de anaquel del jitomate (Lycopersicon esculentum L.). Revista Mexicana De
Ingenieria Quimica, 17(1), pp. 1-11.

52.Hernandez-Lauzardo, A. N., Hernandez-Martinez, M., Velazquez-del Valle, M. G.
(2007). Actividad Antifungica del Quitosano en el Control de Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.:Fr.) Vuill. y Mucor spp. Revista Mexicana de Fitopatologia, 25 (2), pp. 109-113.

53. Alvarado, H. A., Barrera, N. L., Hernandez, L. A., Vazquez, del V. M. (2011). Actividad
antifungica del quitosano y aceites esenciales sobre Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr.)
Vuill., agente causal de la pudricion blanda del tomate. Revista Colombiana de
Biotecnologia, 13(2), pp. 127-134.



54. Ayala, A., Colina, M., Molina, J., Vargas, J., Rincon, D., Medina, J., Rosales, L.,
Cardenas, H. (2014). Evaluacion de la actividad antifungica del quitosano contra el
hongo Mycosphaerella Fijiensis Morelet que produce la Sigatoka negra que ataca el
platano. Revista Iberoamericana de Polimeros, 15(6), pp. 312-338.

55.Mendoza, G., Rodriguez-Lopez, J. L. (2007). La nanociencia y la nanotecnologia: una
revolucidn en curso. Perfiles Latinoamericanos, 29, 161-186.

56.Moreno, N. (2017). Agrohomeopatia como alternativa a los agroquimicos. Revista
Médica de Homeopatia, 10(1), pp. 9-13.

57.Aparicio-Garcia, P. (2020). Cubiertas comestibles de quitosano/propdleo y su efecto en
la maduracion, desarrollo de Aspergillus flavus y calidad sensorial, en frutos de higo,
durante el almacenamiento controlado. (Tesis de posgrado). Universidad Auténoma del
Estado de Morelos, México.

58.Martinez-Gonzalez, M. (2019). Efectos de cubierta comestible con nanoparticulas de
quitosano y/o propoleo sobre la calidad y capacidad antioxidante de fresas (fragaria x
ananassa). (Tesis de posgrado). Universidad Autonoma del Estado de Morelos, México.

59.Celis, A., Mendoza, C., Pachon, M., Cardona, J., Delgado, W., Cuca, L.E. (2008).
Extractos vegetales utilizados como biocontroladores con énfasis en la familia
Piperaceae. Una revision. Agronomia Colombia, 26(1), pp. 97-106.

60.Kumar, A., P, N., Kumar, M., Jose, A., Tomer, V., Oz, E., Proestos, C., Zeng, M., Elobeid,
T.,S. K., Oz, F. (2023). Major Phytochemicals: Recent Advances in Health Benefits and
Extraction Method. Molecules, 28, 887.

61.0kwu, D. E., A. Awurum y J. Okoronkwo (2007): Phytoquimical composition and in vitro
antifungal activity screening of extract from citrus plant against Fusarium oxysporum of
okra plant (Hibiscus esculentus). African Crop Science Conference Proceedings, 8, pp.
1755-1758.

62.Dongmo, P. M., L. Tatsadjieu, E. Tchinda, J. Kuate y P. Amvam y C. Menut (2009).
Essential oils of Citrus aurantifolia from Cameroon and their antifungal activity against
Phaeoramularia angolensis. African Journal of Agricultural Research, 4, pp. 354-358.

63.Quiroz, C. J., Magana, A. M. (2015). Resinas naturales de especies vegetales
mexicanas: usos actuales y potenciales. Revista Madera y Bosques, 21(3), pp. 171-183.



64.Reyes, R. A, Cruz, L. J., Martinez, P. A., Marc, L. P., Ambriz, P. E., Sanchez, V. N
(2019). Caracteres ecoldgicos y dendrométricos que influyen en la produccion de resina
en Pinus oocarpa de Michoacan, México. Revista Madera y Bosques, 25(1), pp. 1-13.

65.Arteaga, C. Y., Carballo, A. L., Tiomno, T. O., Casal, V. A., Tacoronte, M. J., Cruz, S.
R. (2007). Resina de pino: quimica verde y potencialidades biolégicas. Revista Cubana
de Quimica, 19(1), pp. 90-93.

66.Pastor, C., Sanchez-Gonzalez, L., Marcilla, A., Chiralt, A., Chafer, M., Gonzalez-
Martinez, C. H. (2010). Quality and safety of table grapes coated with hydroxypropyl-
methylcellulose edible coatings containing propolis extract. Postharvest Biology and
Technology, 60(1), pp. 64-70.

67.Correa-Pacheco, Z., Bautista-Banos, S., Valle-Marquina, M. A., Hernandez-Lopez, M.
(2016). The Effect of Nanostructured Chitosan and Chitosan-thyme Essential Oil
Coatings on Colletotrichum gloeosporioides Growth in vitro and on cv Hass Avocado
and Fruit Quality. Journal Phytopathology, 165, pp. 297-305.

68.Iglesias, D. (2012). Actividad Antifungica In Vitro de Extractos Hidroalcoholicos de Hojas
de Citrus spp. Frente a Hongos Fitopatdgenos de Lycopersicum esculentum Mill. (Tesis
de licenciatura) Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas Cuba.

69.Ramirez, Y. (2013). Actividad Antifungica In Vivo de Extractos de Citrus reticulata Blanco
y Citrus aurantiifolia (Chrisrm.) Swingle Frente a Passarola fulva (Cooke) U. Braun &
Crous. (Tesis de licenciatura) Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas Cuba.

70.Amini, M. N., Safaie, M. J. (2012). Actividad antifungica de tres aceites esenciales de
plantas medicinales contra algunos hongos fitopatdgenos. Trakia Journal of Sciences,
10, pp. 1-8.

71.Cortes-Higareda, M., Ramos-Garcia, M. L., Correa-Pacheco, Z., Del Rio, J. C., Bautista-
Banos, S. (2019). Formulaciones nanoestructuradas de quitosano/propoleo:
Caracterizacion y efecto sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y produccion de
aflatoxinas. Heliyon, 5, e01776.

72. Juarez-Morales, L., A., Hernandez-Cocoletzi, H., Chigo-Anona, E., Aguila-Almanza, E.,
Tenorio-Arvide, G. (2017). Interaccidn quitosano-aflatoxinas B1, M1: un enfoque
computacional. Current Organic Chemistry, 21, pp. 2877-2883.



73.Barkai-Golan, R. (2008). Aspergillus Micotoxinas. En Micotoxinas en Frutas y
Verduras. Barkai-Golan, R., Paster, N., Eds.; Prensa académica: Cambridge, MA, EE.
UU.; Elsevier: Amsterdam, Paises Bajos, pp. 115-151.

74.Gaviria-Hernandez, V., Patifio-Hoyos, L. F., Saldarriaga-Cardona, A. (2013). Evaluacion
in vitro de fungicidas comerciales para el control de Colletotrichum spp., en mora de
Castilla. Ciencia y Tecnologia. Agropecuaria, 14, pp. 67-75.

75.Silva, M E., Schwan-Estrada, K. R. F., Balbi-Pefia, M. I., Terumi, A., Clemente, E.,
Stangarlin, J. R. (2015). Control del moho azul en poscosecha de manzana con
productos naturales. Idesia, 33, pp. 57-63.

76.Quintana-Obregén, E. A., Sanchez-Marifiez, R. |., Cortez-Rocha, M. O., Gonzalez-
Aguilar, G.A. (2017). Actividad antifungica in vitro de mezcla de terpenos de naranja
contra Alternaria tenuissima. Revista Mexicana de Microbiologia, 45, pp. 7-12.

77.Barroso, A. K., Ochoa, F.Y., Cerna, E., Toruch, M., Olalde, P.V., Robles, Y.L. (2021).
Manejo un vitro de antracnosis (Colletotrichium acutatum Simmonds) en aguacate
mediante el uso de principios activos botanicos. Ecosistemas y Recursos
Agropecuarios, 8 (2), e3038.

78.Solano-Doblado, L.G., Alamilla-Beltran, L., Jiménez-Martinez, C. (2018). Peliculas y
recubrimientos comestibles funcionalizados. Revista Espafiola de Ciencias Quimico-
Bioldgicas, 21 (2), pp. 30-42.

79.Corella M., Galvez-Iriqui, A., Carvajal S., Castillon L., Canez G., Odufio O. (2016).
Evaluacion antifungica in vitro de Gutierrezia sarothrae (hierba del pasmo) contra
Aspergiullus flavus y determinacion del contenido de fenoles totales. Investigacion y
Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, 1(1), pp. 220-225.

80. Ruiz-Lopez, L., Troncoso-Rojas, R., Sanchez-Estrada, A., Aguilar, V. F. A., Guerrero,
R. C., Garza, O. S. (2005). Tratamiento postcosecha contra Fusarium roseum en melén
reticulado (Cucumis melo L.) Revista Iberoamericana de Tecnologia Postcosecha, 6(2),
pp- 110-116.



ANEXOS

El Comité Organizador del

: AV XIII CONGRESO INTERNACIONAL Y _
A N LVIII CONGRESO NACIONAL DE LA SOCIEDAD -

MEXICANA DE FITOPATOLOGIA A.C.

'SOCIEDAD MEXICANA DE FITOPATOLOGIAAC.

Otorga la presente

Y -
Constancea a.

, MARGARITA RAMOS-GARCIA , ZORMY
CORREA-PACHECO SILVIA BAUTISTA-BOLANOS , MARIA
RANGEL-CORONA

Por su participacion en la presentacion del e-Péster titulado:

Evaluacion de productos naturales comerciales, cubiertas comestibles y
nanoestructuradas de quitosano sobre el desarrollo Aspergillus flavus y produccion de
aflatoxinas in vitro y en jitomate

vas Valencia

Presfdencia
Sociedad Mexicana de Fitopatologia A.C.
2020-2022

“La fitopatologia contribuyendo con la salud

inifap @z = B © O gowe o

€J

FITOSANIT:
Aanceise'y Pecuaros

g »r‘».
CHIHUAHUA

75



El Comité Organizador del

\ V)(||| CONGRESO INTERNACIONAL Y

‘ ‘ LVII] CONGRESO NACIONAL DE LA SOCIEDAD
MEXICANA DE FITOPATOLOGIA A.C.

A N TSR,

Otorga el presente

Recondconiento

A: Mario Alberto Segura-Palacios, Margarita de Lorena RamosGarcia, Zormy Nacary
Correa-Pacheco, Silvia Bautista Bafios y Maria Luisa Rangel Corona

Por obtener el 2do. Lugar en la categoria de Maestria con el
trabajo titulado: ...

EVALUACION DE PRODUCTOS NATURALES COMERCIALES, CUBIERTAS COMESTIBLES Y
NANOESTRUCTURADAS DE QUITOSANO SOBRE EL DESARROLLO Aspergillus flavus Y
PRODUCCION DE AFLATOXINAS IN VITRO Y EN JITOMATE. [Evaluation of commercial natural
products, edible chitosan and nanostructured chitosan coatings on the development of

Aspergillus flavus and production in vitro, and in tomato, of $xin]. '
: :

Presfdencia
Mexicana de Fitopatologia A.
2020-2022

mexicano”

©

€J

CHIHUAHTA

Ay N N

76



Miacatlan, Morelos a 22 de noviembre del 2021

A quien corresponda:

Se extiende la presente constancia a la Dra. Margarita de Lorena Ramos
Garcia, Dra. Silvia Bautista Bafios, Dra. Patricia Rivas Valencia y LN. Mario
Alberto Segura Palacios, por su participacion en la imparticion del taller de
capacitacion: “Uso de extracto de citricos y aceites esenciales en el manejo
postcosecha de frutos de jitomate Saladette, efecto en el control de
microorganismos patogenos y recomendaciones de uso”. El taller se realizé
el dia 22 de noviembre del afio en curso, en las instalaciones de empaque de
la empresa productora de hortalizas Agricola Green Earth, Miacatlan,

Morelos.

Saludos cordiales.

Escaneado con CamScanner
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Abstract: Aspergillus flavus affects fresh and dry fruit and vegetable products, and its toxic metabo-
lites, namely aflatoxins, cause serious damage in humans. The objective of this research study
was to evaluate the effect of commercial natural products as well as edible and nanostructured
chitosan coatings on the development of A. flavus and on the production of aflatoxins in vitro and in
tomato. Treatments were as follows: chitosan 1%, chitosan coating, chitosan nanostructured coating,
Citrocover 1% (citrus seed extract), Resinadher 0.5% (pine resin extract), mancozeb 2%, and water.
The variables were as follows: halo inhibition, spore production, and aflatoxins content. In fruit, the
following were evaluated: disease incidence, mycelial growth, and aflatoxin production. An ANOVA
(Tukey: p < 0.05) was used. In vitro results showed that Citrocover and Resinadher reduced sporu-
lation (0.2 and 0.9 x 10° spores mL~", respectively), while chitosan inhibited the production of
aflatoxins. With Resinadher and Citrocover, tomato fruit had the lowest incidence, mycelial growth,
and aflatoxin production with corresponding values of 0%, 0.0 cm?, and 0.95 ppb, respectively, and
7%, 0.2 cm?, and 1.77 ppb, respectively. The use of Citrocover and Resinadher could be a viable
alternative to decrease the development of A. flavus in tomato fruit.

Keywords: mycotoxins; coatings; nanoparticles; chitosan; citrus seed extract; pine resin extract

1. Introduction

Tomato is a perishable fruit and can be contaminated by microorganisms mainly
during storage. This is due to the high storage temperatures, increase in relative humidity,
and increase in contact with fruit contaminated with microorganisms. The fungi Alternaria
alternata, Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporiodes, and Aspergillus flavus can contami-
nate tomatoes during storage, causing physical damage to the fruit. Aspergillus flavus, in
addition to causing physical damage to the fruit, also produces toxic secondary metabolites
for the human body called aflatoxins [1]. The consumption of aflatoxins has been confirmed
to have carcinogenic, toxic, and mutagenic activity in humans and animals [2,3].

Many papers have reported the contamination of A. flavus with products such as
corn, peanuts, pistachios, Brazil nuts, cotton seeds, grated dried coconut, sunflower seeds,
soybeans, and nuts [4]. However, its presence in fresh fruit and vegetables has recently been
reported. Buchanan et al. [5] carried out an investigation in figs contaminated by A. flavus
and reported the presence of aflatoxins in all the ripening stages of the fruit, in which the
concentrations were higher when the fruit was fully ripe (28 pg/g of fruit). Additionally,
Baiyewu et al. [6] reported the presence of A. flavus and aflatoxins in papaya fruit, especially
in those showing symptoms of microorganisms” infection, while Maroutti [7] reported the
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