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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar un recubrimiento a base de quitosdn mejorado al 1% Yy aceites
esenciales de tomillo, canela y clavo en aguacate variedad Hass (Persea americana Hill) In vitro e In
vivo, sobre algunos parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos durante el almacenamiento para

alargar su tiempo de vida util.

De frutos enfermos de aguacate Hass (Persea americana Mill) se aislo e identificd el hongo
Colletotrichum gloeosporioides causante de la antracnosis 0 mancha negra. Posteriormente se probd In
Vitro su crecimiento utilizando cajas de Petri con PDA como control y PDA - quitosan mejorado y PDA
-quitosan mejorado con diferentes concentraciones de los aceites esenciales de tomillo, canela y clavo.
In Vivo se trataron aguacates en estado verde-maduro con un recubrimiento a base de quitosan mejorado

al 1% y se evaluaron algunos parametros fisicos y quimicos a través del tiempo a temperatura ambiente.

Los resultados obtenidos son los siguientes: Se corrobord género y especie del hongo Colletotrichum
gloeosporioides. A través de la cinética de crecimiento del hongo In Vitro, se observd que tanto el
quitosan como el quitosan con aceites de tomillo, canela y clavo a todas las concentraciones probadas
presento un efecto antifangico. Posteriormente, este efecto se probo para determinar si era fungistatico o

fungicida, el cual resulté como fungicida.

Conociendo este resultado, la prueba In Vivo sobre el recubrimiento de quitosan mejorado al 1% en los
aguacates, mostré que los frutos no tratados, presentaron desde el dia 7 de almacenamiento a
temperatura ambiente, la presencia del hongo mientras que en los aguacates cubiertos con quitosan
mejorado al 1% mostraron la presencia del hongo hasta el dia 14 de almacenamiento, doblando el

tiempo de vida util del aguacate.

Con relacion a los parametros evaluados en el aguacate durante el almacenamiento, no hubo diferencia
significativa con respecto al control sin recubrir lo que nos indica que el recubrimiento a base de
quitosan mejorado al 1% no afectd la calidad del fruto y si ayud6 a retrasar la aparicion de la

antracnosis.



INTRODUCCION



El aguacate desempefia un papel importante en la nutricibn humana debido a sus propiedades
nutricionales como los acidos oleico, palmitico, linoleico, palmitoleico, trazas de acido esteérico,
vitamina A, B, C, E, Ky alto contenido de fibra (Bill et al., 2014).

El aguacate Hass (Persea americana Mill) es el cultivar comercial mas importante de todo el mundo, y
es el cultivar predominante en los paises productores mas importantes como México, Chile y Estados
Unidos (YYahia 'y Woolf, 2011).

México, representa mas del 30% de la cosecha mundial y es el principal productor y exportador de
aguacate en el mundo a paises como China, Chile y Australia, siendo Estados Unidos el principal

importador de aguacate mexicano (SIAP, 2017).

El aguacate es afectado por varias enfermedades que dafian el fruto y se han convertido en la mayor
amenaza del comercio internacional del aguacate. La principal enfermedad es la antracnosis causada por
el hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz el cual ocasiona pérdidas sustanciales por decaimiento de
frutos durante el almacenaje y comercializacion, la enfermedad se manifiesta con la presencia de
manchas circulares café oscuras en el pericarpio y dafios por ablandamiento y pudricion de la pulpa o

mesocarpio (Gutiérrez-Contreras et al., 2010; Rodriguez-Lo6pez et al., 2009).

El fruto de aguacate se consume principalmente en fresco y para conservarlo se usa primordialmente
refrigeracion. Sin embargo, hay regiones productoras sin infraestructura para aplicar este metodo, lo que

crea la necesidad de explorar otras estrategias (Espinosa-Cruz et al., 2014).

Por ello se buscan métodos postcosecha que ayuden a tener una mejor calidad, mayor vida de anaquel,
menores pérdidas econdmicas y que eviten el desarrollo de microorganismos patdgenos en el fruto; los
métodos mas utilizados actualmente son la refrigeracion, el uso de atmésferas modificadas, tratamientos

térmicos y la aplicacion de recubrimientos (Roman Mares y Yahia Kazuz, 2002).

Actualmente, los recubrimientos se utilizan en diversos productos alimenticios, principalmente en frutas
y verduras, para prolongar el tiempo de vida util en donde ofrecen muchas ventajas debido a su
comestibilidad, biocompatibilidad, propiedades de barrera frente a microorganismos patdégenos, no

toxicidad, no contaminante y bajo costo ( Han, 2014;Véasconez et al., 2009).



El quitosan ha sido ampliamente utilizado como recubrimiento debido a que posee propiedades
fungistaticas o fungicidas contra los patdgenos de varios productos alimenticios y ha demostrado que su
aplicacion ayuda a reducir la pérdida de peso, la tasa de respiracion, la pérdida de color y la infeccion

fangica en alimentos ( Bautista-Bafios et al., 2003; Xing et al., 2011).

En este estudio se evalla el uso de un recubrimiento a base de quitosan y aceites esenciales de tomillo,
canela y clavo para ser aplicado sobre aguacate variedad Hass (Persea americana Mill) con el proposito
extender su tiempo de vida Gtil y poder ser utilizado en la industria alimentaria y agricola para reducir
las pérdidas causadas por dafios postcosecha y enfermedades como la antracnosis durante el

almacenamiento y exportacion del aguacate.



CAPITULO I.

ANTECEDENTES




1.1 Generalidades del aguacate Hass (Persea americana Mill)

1.1.1 Definicidén

El aguacate Hass (Persea americana Mill) es originario de Guatemala, México y parte de Centro
América. Ha sido reconocido como una buena fuente de energia, bajo en calorias y sodio con alto
contenido de &cidos grasos insaturados, vitamina E, acido ascorbico, vitamina B6, B-caroteno, y potasio
(Restrepo Duque et al., 2012)

Es una fruta extremadamente perecedera, con una tasa metabdlica muy alta, resultando en una corta vida
postcosecha de alrededor de tres a cinco semanas cuando se almacena en condiciones 6ptimas. La vida
de almacenamiento después de la cosecha del fruto de aguacate esta limitada por su patréon de
maduracion climatérica que exhibe una alta acumulacion de etileno, estimulando una maduracion mas

rapida como resultado de la alta tasa de respiracion (Tesfay y Magwaza, 2017).

1.1.2 Clasificacion botanica

El aguacate es una planta dicotiledonea de la orden Ranales y pertenece a la familia Lauraceae. Fue
clasificado como Persea gratissima por Gaertner, y Persea americana por Miller. El aguacate (Persea
americana Mill) es uno de los pocos miembros comercialmente significativos del género Persea (Yahia
y Woolf, 2011).

1.1.3 Anatomia del aguacate

El aguacate 'Hass' es un hibrido guatemalteco-mexicano (G-MX), es un cultivar ovo de piel negra

(cuando maduro), cuyo fruto pesa de 140 a 300 g.



La fruta del aguacate puede ser redonda, en forma de pera u oblonga, figura 1. El pericarpio, comprende
la corteza (exocarpio), la porcion comestible de carne (mesocarpio) y una capa delgada al lado del

recubrimiento de la semilla (endocarpio) (Yahia y Woolf, 2011).

El exocarpio, conocido cominmente como cascara, en la variedad Hass suele ser rugoso e irregular, la
piel de la fruta puede variar en textura (lisa a aspera) y en color (verde-amarillo, rojizo-purpura, parpura,
0 negro). ElI mesocarpio es la pulpa del aguacate es de color amarillo verdoso a amarillo brillante
cuando esta madura y con una consistencia similar a la mantequilla, pero las variedades inferiores
pueden ser fibrosas (Barrientos et al., 1996; Yahia y Woolf, 2011).

El endocarpio consiste en una capa fragil que se encuentra fuertemente asociado con la envoltura de la
semilla, factor que lo hace dificil de identificar en el fruto maduro. La fruta del aguacate tiene una

semilla grande, que ocupa del0 al 25% del peso del fruto (Yahia y Woolf, 2011).

Figura 1. Estructura del aguacate, modificado de Barrientos et al., (1996).



1.1.4 Composiciéon quimica y nutricional

En la tabla 1 se puede observar la composicion quimica del aguacate, el cual es una fruta muy nutritiva 'y
contiene una mayor cantidad de fibra soluble e insoluble y proteinas que muchos otros frutos carnosos.
El aguacate es también una rica fuente de potasio y de vitaminas E y C y B-caroteno (provitamina A).
Ademas, los &cidos grasos monoinsaturados en el aguacate reducen eficazmente los niveles sanguineos
del colesterol indeseable (Cowan y Wolstenholme, 2016). Estas propiedades nutricionales se detallan en

las tablas 2y 3.

Tabla.1 Composicién quimica del aguacate.

Componente Cantidad
Agua (%) 744
Lipidos (%) 20.6
Proteinas (%) 1.8
Fibra (%) 1.4
Cenizas (%) 1.2

Azlcares (%)

Glucosa 0.30
Fructosa 0.10
Sacarosa 0.10

Acidos organicos (%)

Acido malico 0.32
Acido citrico 0.05
Acido oxalico 0.03

Vitaminas (mg 100 g™)

Acido ascorbico 11.0
Tiamina 0.07
Riboflavina 0.12




Acido nicotinico 1.9

Vitamina B6 0.62
Acido félico 0.04
Biotina 0.006

Carotenoides (mg 100 g™)

o.-caroteno 0.29
[-caroteno 0.03
Criptoxantina 0.16

Minerales (mg 100 g™)

Potasio 480
Fosforo 27.0
Calcio 14.0
Magnesio 23.0
Sodio 2.0
Hierro 0.7
Zinc 0.5

(YYahia 'y Woolf, 2011)

Tabla. 2 Contenido nutricional (g 100 g™') de aguacates cultivados en México.

Variedad Humedad Cenizas Grasas Proteina  Carbohidratos Fibra total
Pellejo 1.10 1.37 1.37 1.37 3.70 3.73
Grande 0.50 1.37 1.37 1.37 4.82 2.25
Verde 1.10 1.81 1.81 1.81 5.89 0.40

Hass 1.30 1.60 1.60 1.60 5.60 -

(Yahia'y Woolf, 2011).



Tabla. 3 Contenido de vitaminas (mg 100 g™') en tres cultivares de aguacate.

Vitaminas Fuerte Hass Anaheim

Tiamina 0.12 0.09 0.08
Riboflavina 0.22 0.23 0.21
Niacina 1.45 2.16 1.56
Acido pantoténico 0.90 1.14 1.11
Piridoxina* 0.61 0.62 0.39
Acido folico 0.03 0.04 0.018

Biotina 0.005 0.006 0.0034

Nota: * Incluidos piridoxal y piridoxamina.
(Yahiay Woolf, 2011)

1.1.5 Cambios asociados a la maduracién

Comercialmente, la calidad de la fruta de aguacate se clasifica segun el tamafio, el contenido de aceite
estimado (materia seca), la ausencia de defectos y la firmeza (Landahl et al., 2009).

Durante la maduracién, el fruto sufre cambios marcados en una variedad de procesos bioquimicos. Estos
incluyen el aumento de la respiracion (es decir, el consumo de oxigeno y la liberaciéon de dioxido de
carbono), el aumento de la produccion de etileno, los cambios en la textura y la produccion de volatiles
como el B-cariofileno (28%), a-copaeno (11%), o,B-cubebeno (8%), a-farneseno (6%), decanal (6%) y

heptatina (3%), que imparten sabor.

Después de la cosecha, los frutos de aguacate tipicamente maduran dentro de 5-20 dias a temperaturas
entre 15y 24°C. Sin embargo, 'Hass' muestra gran heterogeneidad y es impredecible en el tiempo que se
tarda en llegar a la madurez comestible (Cowan y Wolstenholme, 2016).
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1.1.5.1 La respiracion

El aguacate es una fruta climatérica, con un marcado aumento en la tasa de respiracion y la produccién
de etileno al inicio de la maduracién, seguida de una disminucion. La tasa de respiracion de la fruta de

aguacate es relativamente alta.

Comparado con el de muchas otras frutas; de aproximadamente 20 a 50 mg de CO? Kg'lh'1 a 5°C, de 50
a 160°C a 10°C y de 80 a 300 mg de CO* Kg'h'' a 20°C. Las tasas de produccién de etileno son
generalmente bajas para los aguacates inmaduros, <0,1 pL Kg'h™" a 20 °C, pero aumentan rapidamente

después de la cosecha hasta >100 pL Kg'lh'la 20 ° C cuando estan completamente maduras. (Yahia y
Woolf, 2011).

1.1.5.2 Pérdida fisioldgica de peso

Se considera que los frutos de aguacate tienen una elevada pérdida de masa después de la cosecha, y
esto se debe principalmente a la pérdida de humedad por transpiracion, que se ha demostrado que

contribuye alrededor del 90% de la pérdida total de masa de fruta (Tesfay y Magwaza, 2017).

1.1.5.3 Contenido de aceite

El fruto del aguacate es unico en su valor nutritivo debido al alto contenido de aceite representado por
acidos grasos insaturados. La fraccion de aceite puede llegar hasta el 70% de la materia seca del
mesocarpio (Landahl et al., 2009).

Se compone principalmente del acido oleico monoinsaturado (del 50% al 60% del contenido en &cidos
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grasos), del &cido palmitico saturado (15-20%), palmitoleico insaturado (6-10%), &cido linoleico
poliinsaturado (11-15%) y &cido linolénico (1%) (Donetti y Terry, 2014).

El contenido de aceite es el mejor indice de madurez de la cosecha para el aguacate. El contenido
minimo de aceite necesario para la comercializacion de fruta de aguacate es del 8%. Después de la
maduracion, pueden ocurrir valores superiores al 20%. Estos valores ocurren en el periodo comprendido
entre la cosecha, cuando se alcanza la madurez comercial y la maduracion completa, cuando el
contenido de aceite aumenta y se produce un cambio en la composicion del aceite. Las concentraciones
de &cidos grasos insaturados aumentan y las de acidos grasos saturados disminuyen (Ozdemir y Topuz,
2004).

1.1.5.4 Humedad

La pérdida de humedad de las frutas y verduras frescas debe principalmente a la difusion de la fase de
vapor impulsada por un gradiente de presion de vapor de agua entre el interior y el exterior de la fruta

(Maftoonazad y Ramaswamy, 2005).

Dentro de los sintomas iniciales de la pérdida excesiva de humedad del aguacate se encuentra el
encogimiento de la fruta, que aparece inmediatamente en la céscara, y la pérdida de brillo y suavidad

(Tesfay y Magwaza, 2017).

1.1.5.5 Dureza

El ablandamiento es el rasgo mas caracteristico del proceso de maduracion de un fruto de aguacate
‘Hass’ y se considera un criterio de referencia para evaluar la vida postcosecha potencial (Ochoaet al.,
2009). El ablandamiento de la fruta es una consecuencia de los cambios en el metabolismo de la pared
celular resultante de alteraciones en la actividad de la celulasa, polilacturonasa, pectinesterasa y -

galactosidasa (Cowan y Wolstenholme, 2016).
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Durante la maduracién del aguacate, la laminilla media de las paredes celulares comienza a desaparecer,
con la eliminacidn de la pectina de la matriz de las paredes celulares. Posteriormente, ocurre una pérdida
de organizacion y densidad en las paredes y durante el periodo postclimatérico, las paredes desaparecen

casi por completo (Yahia y Woolf, 2011).

1.1.5.6 Color

El color de céascara es un atributo que se relaciona con el grado de madurez en frutos de aguacate ‘Hass.
El color cambia de verde a purpura/negro, debido a la acumulacion de pigmentos de antocianina (Cowan
y Wolstenholme, 2016; Espinosa-Cruz et al., 2014).

Los aguacates contienen altas concentraciones de carotenoides y clorofilas, compuestos que disminuyen

con la maduracion después de la cosecha. Las concentraciones de clorofila son mas altas en la piel de
aguacate (186 pg g”! FW), las cuales disminuyen migrando hacia el interior del mesocarpio de verde a

amarillo, 38 a 2,2 pg g”! FW, respectivamente (Yahia yWoolf, 2011).

El cambio de color en los aguacates 'Hass' de verde a morado, para obtener un color negro, resulta de
una disminucion inicial en el contenido de clorofila, seguido por un aumento en los niveles de

antocianina, cianidina 3-O-glucésido (Cox et al., 2004).

1.1.6 Enfermedades

Las enfermedades que dafian el fruto se han convertido en la mayor amenaza del comercio internacional
del aguacate, debido a la alta calidad que exigen los mercados de destino (Gutiérrez-Contreras et al.,
2010). El aguacate es afectado por varias enfermedades producidas por bacterias y hongos

principalmente (Rodriguez-Ldpez et al., 2009).
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1.1.6.1 Antracnosis del fruto (Colletotrichum gloeosporioides)

Colletotrichum gloeosporioides Penz. Es un patdgeno fungico postcosecha grave de la fruta del aguacate
(Persea americana Mill) (Sarkhosh et al., 2017). La infeccién se inicia en el campo en las primeras
etapas del desarrollo del fruto y se manifiesta con mayor severidad hasta el inicio de la maduracion del
fruto cuando las condiciones favorecen el crecimiento del hongo y las lesiones se desarrollan figura 2
(Molina-Bosquez et al., 2010).

Las etapas de desarrollo de las especies de Colletotrichum pueden separarse en: 1) deposicion en la
superficie del hospedante, 2) establecimiento del conidio en la superficie, 3) germinacion del conidio, 4)
formacion del apresorio, 5) penetracion de la epidermis de la planta, 6) crecimiento y colonizacion del

tejido del hospedante y 7) produccién de acérvulos y esporulacion (Rodriguez-Lopez etal., 2013).

La antracnosis ocasiona perdidas sustanciales por decaimiento de frutos durante el almacenaje y
comercializacion y se manifiesta con la presencia de manchas circulares café oscuras en el pericarpio y

dafios por ablandamiento y pudricién de la pulpa o mesocarpio figura 3 (Rodriguez-Lo6pez et al., 2009).

Figura 2. Dafio en el exocarpio del aguacate infectado con el hongo Colletotrichum gloeosporioides
(InfoHass 2016).
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Figura 3. Lesiones en la pulpa de aguacate Hass causadas por Colletotrichum gloeosporioides (INIA
2017).

1.1.6.2 Viruela viva y seca

La viruela viva es una forma de antracnosis, que consiste en lesiones individuales, circulares, color café
obscuras, abultadas o hundidas, que dejan a la exposicion un exudado blanco y cristalizado. Cuando la
lesion es vieja, la viruela seca adquiere un aspecto circular obscuro y corchoso en forma de “cabeza de

clavo” y da la impresion de que se va a desprender (PC-001-2004, 2004).

1.1.6.3 Roina (Sphaceloma perseae)

El ataque de la rofia es favorecido por la presencia de trips, que abren puertas de entrada al patdgeno. En
el fruto, se presentan lesiones redondas o irregulares de color pardo o café claro, de apariencia corchosa,
que pueden unirse y afectar gran parte del fruto figura 4. Las lesiones de la rofia son superficiales y no
afectan la calidad de la pulpa (Tamayo Molano, 2007).
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Figura. 4 Daros en el exocarpio del aguacate ocasionados por rofia (Enfermedades de la palta, 2014).

1.1.6.4 Varicela

La varicela es una variante de la antracnosis, que consiste en una lesion de color café obscuro, abultada,
de 1-3 mm, de forma oval, que al pincharla deja salir un exudado cristalino, los frutos con ésta lesion
son mas propensos al rozamiento al momento de la cosecha, por la friccién a la que es sometido el fruto
(PC-001-2004, 2004).

1.1.6.5 Mancha de la hoja y la mancha negra del fruto por Pseudocercospora
purpurea

En postcosecha, causa la llamada mancha negra del fruto, y llega a causar pérdidas del 2% en
condiciones de inadecuado almacenamiento. Afecta hojas y frutos en condiciones de campo y
postcosecha. En los frutos, las lesiones son de tamafio mediano (1 a 2 cm de diametro), de color negro,

bordes angulosos o irregulares, con bordes rojizos bien definidos figura 5.
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Generalmente, la lesién es superficial, levemente deprimida y no penetra ni compromete la pulpa, por lo
cual no hay dafio interno del fruto, pero si deteriora la apariencia del mismo. En otras variedades, las
lesiones son pequefias (0,5 a 1 cm de diametro), de color café oscuro a rojizas, con bordes irregulares
(Tamayo Molano, 2007).

Figura 5. Mancha de la hoja y la mancha negra del fruto ocasionado por Pseudocercospora purpurea
(infoAgro, 2016).

1.1.6.6 Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Lind, pudricion chocolate

La pudricion del fruto causada por R. stolonifer, es una enfermedad de reciente deteccion en cultivos de
aguacate. El hongo, es considerado un patdgeno débil en postcosecha y puede llegar a causar pérdidas

cercanas al 30%, al deteriorar la calidad del fruto en condiciones de mal almacenamiento.

En la insercion del peddnculo con el fruto, es posible observar una pequefia lesion de color café que
invade parcialmente la cascara y la pulpa figura 6. Con el tiempo, el hongo ocasiona una pudricién de
color chocolate, marron o café oscuro de bordes irregulares, que avanza de manera gradual hacia el
centro del mismo, posteriormente invade totalmente el fruto y causa una pudricion interna de la pulpa

de color café claro, que le da un sabor desagradable a la misma (Tamayo Molano, 2007).
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Figura 6. Dafos ocasionados en el fruto por R. stolonifer (infoAgro, 2016).

1.1.6.7 Podedumbre por Dothiorella sp.

En la etapa de postcosecha las pérdidas por la enfermedad, son cercanas al 10%, al deteriorar la calidad
de la fruta cosechada. El hongo produce infecciones latentes en el campo antes de la cosecha y sélo se
manifiesta en el fruto en la etapa de postcosecha. La lesion que ocasiona una pudricion de color marrén
o café oscuro en cualquier parte de la cascara, que avanza de manera gradual y uniforme hacia el centro

del mismo (Tamayo Molano, 2007).

1.1.6.8 Escamas

Insectos en forma de medias conchas que van del blanco amarillento al blanco total, dependiendo de su
grado de desarrollo, conocidas como escamas armadas, siendo la especie Hemiberlesia lataniae la mas
comun (PC-001-2004, 2004).
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1.1.6.9 Gusanos

Cicatrices en forma de areas circulares corchosas y aisladas o en zig-zag, ocasionadas por gusanos como
el telarafiero, el medidor y el falso medidor. (PC-001-2004, 2004).

1.1.6.10 Trips

Cicatrices en forma de abultamientos o pliegues, resultante de lesiones ocasionadas por insectos como
Liothrips persea (PC-001-2004, 2004).

1.1.7 Aspectos socioeconomicos

El cultivo de aguacate (Persea americana Mill.) es una fuente econémica muy importante para México,
es de consumo creciente debido a su incorporacion en la dieta y genera fuentes de empleo directos e

indirectos en su cadena productiva (Rodriguez-Lo6pez et al., 2009).

La tabla 4 indica que para el 2016 México fue el principal productor y exportador de aguacate en el
mundo, seguido de Republica Dominicana y Peru, (FAO, 2018). La produccion de aguacate representa
mas del 30% de la cosecha mundial asi México exporta aguacate a diversos paises; principalmente a
China, Chile y Australia, siendo Estados Unidos el principal importador de aguacate mexicano, seguido
por Francia, Japon y Canada (SIAP, 2017).
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Tabla 4. Produccion de aguacate de principales paises productores en el 2018.

Ranking | Pais Produccién
(toneladas)

1 México 1,889, 354

2 Republica Dominicana 601, 349

3 Peru 455, 394

4 Colombia 309, 431

5 Indonesia 304, 938

6 Brasil 196, 492

7 Kenya 176, 045

8 Estados Unidos de América | 172, 630

9 Chile 137, 365

10 China 122, 942

(FAO, 2018)

La tabla 5 muestra que la mayor produccién de aguacates se localiza en el estado de Michoacéan donde
se concentra un volumen de produccion de 1, 477,263 toneladas, 8 de cada 10 aguacates de la
produccion nacional 2016 proviene de esta entidad federativa y junto con Jalisco son los Unicos

productores con municipios certificados para exportar a Estados Unidos (SIAP, 2017).

Existen méas de 400 variedades de aguacate en el mundo segun el clima en el que se cultiven; éstas dan
frutos con formas, sabores, texturas, colores y olores de gran diversidad. El aguacate Hass es la variedad
gue mas se consume en el mundo, representando un consumo anual per cépita de 7.0 kg en México
(SIAP, 2017) asi, durante el periodo 2007-2016 en México hubo un promedio de produccion igual 1,375

millones de toneladas, y un incremento del mismo a partir del 2013 figura 7.
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Volumen de la produccion nacional (2007-
2016)

H Miles de toneladas

1,889

1,644
1,468 1521

1,231 1,264 1,316

’ 1,107

’

1,143 1,162

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 7. Volumen de la produccién nacional 2007-2016 (miles de toneladas) (SIAP, 2017).

Tabla 5. Top 10 en volumen de produccién de las principales entidades productoras.

Total nacional 1, 889, 354 14.9
Michoacan 1,477, 263 15.1
Jalisco 143, 505 19.9
Meéxico 109, 209 22.7
Nayarit 33, 240 -15.1
Morelos 32,448 9.8
Guerrero 21, 582 30.6
Puebla 16, 293 5.0
Yucatan 10, 795 7.0
Chiapas 10, 437 -2.5
Oaxaca 7,727 8.3
Resto 26, 855 14.0
(SIAP, 2017).
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1.1.8 Tratamiento postcosecha

El fruto de aguacate se consume principalmente en fresco y para conservarlo se usa primordialmente
refrigeracion. Sin embargo, hay regiones productoras sin infraestructura para aplicar este método, lo que

crea la necesidad de explorar otras estrategias (Espinosa-Cruz et al., 2014).

Las zonas productoras del aguacate se encuentran lejanas de las zonas de comercio, por lo que es
importante retardar la maduracion entre la cosecha y el arribo del fruto al punto de consumo. A traveés de
los afios se han usado diversas metodologias para retardar la maduracion y conservar el fruto o la pulpa

como la refrigeracion, atmdsfera controlada, aplicacion de cera y reduccion de presion.

La vida de almacenamiento después de la cosecha de la fruta de aguacate esta limitada por su patron de
maduracion climatérica que exhibe una alta acumulacion de etileno, estimulando una maduracion mas

rapida como resultado de la alta tasa de respiracion (Tesfay y Magwaza, 2017).

1.1.8.1 Refrigeracion

La refrigeracion se utiliza comunmente para incrementar el tiempo de almacenamiento, sin embargo, la
reduccion de la temperatura durante periodos muy largos causa dafios por frio y la maduracion anormal.
La respuesta a diferentes temperaturas de almacenamiento fue clasificada por Zauberman en 3 diferentes

clases:

= 10-25°C causa el ablandamiento y maduracion del fruto
= 5-8°C retarda la maduracion y el ablandamiento del fruto

= 0-4°C es limitado en tiempo por la susceptibilidad del fruto al dafio por frio.
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1.1.8.2 Atmdésferas controladas

El aguacate no se almacena en atmdsferas controladas, sin embargo, el transporte en estas es muy
utilizado. Altas concentraciones de CO, y/o bajas de O, en la atmosfera retardan la maduracion
(ablandamiento y cambio de color en el exocarpio) y disminuyen los sintomas del dafio por frio durante
el almacenamiento. Las concentraciones adecuadas son de 5-8% de CO, y 3-5% de O,, posteriormente

el fruto sigue su maduracion normal.

El almacenamiento del fruto en empaques con atmdsferas modificadas (MAP) con polietileno de alta
densidad en atmosferas pasiva o semiactiva, disminuyen la incidencia de la pudricion y el dafio por frio
en aguacate “Hass” ademas de prolongar la vida postcosecha al reducir la pérdida de peso y el

ablandamiento de la pulpa (Roman Mares y Yahia Kazuz, 2002).

1.1.8.3 Aplicacion de ceras

La practica de aplicacion de ceras en aguacate tiene un efecto minimo en el proceso de maduracion,
causa un ligero incremento en la concentracion de CO, (respiracion), aungque disminuye con respecto al
tiempo. El uso de cera en el aguacate también puede mejorar el aspecto del producto, al proporcionar
brillo (Roméan Mares y Yahia Kazuz, 2002).

1.1.8.4 Tratamientos térmicos

Un tratamiento que permite reducir el dafio por bajas temperaturas es exponer el fruto a temperaturas
elevadas antes de almacenarlo en refrigeracion, estos tratamientos pueden ser aplicados a frutas y
vegetales en diversas formas: exposicion en agua caliente, vapor saturado, aire seco, radiacion infrarroja

y radiacion de microondas, siendo comercialmente de mayor uso el vapor saturado y el agua caliente.
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Los pretratamientos a una temperatura de 38 °C reducen niveles de oscurecimiento externo,
endurecimiento de cascara y desordenes internos como oscurecimiento y pudricion (Roman Mares y
Yahia Kazuz, 2002).

1.2 Generalidades de los recubrimientos

1.2.1 Definicién

Un recubrimiento comestible se puede definir como una matriz continua, delgada, que se forma
alrededor del alimento generalmente mediante la inmersion del mismo en una solucion formadora del
recubrimiento figura 8. (Quintero et al., 2010), siendo capas delgadas de materiales comestibles
formados como recubrimientos en productos alimenticios. Estas peliculas tienen funciones como
barreras contra el vapor de agua y gases, asimismo mejoran la integridad estructural y las propiedades de

manipulacion mecanica de los alimentos (Yuan et al., 2016).

Figura 8. Formacidn de recubrimiento por inmersién del producto (De Ancos et al., 2015).
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Un recubrimiento comestible tiene la capacidad de trabajar sinérgicamente con otros materiales de
embalaje (Quintero et al., 2010). Los materiales mas comunes para la formulacién de peliculas y
revestimientos comestibles / biodegradables son polisacaridos, proteinas y lipidos, y la combinacion de

éstos permite producir mezclas de caracteristicas mejoradas (Chiralt y Atar, 2016).

1.2.2 Clasificacidn

1.2.2.1 Proteinas

Las proteinas se usan comunmente como materiales formadores de pelicula. Son macromoléculas con
secuencias de aminoacidos y estructuras moleculares especificas. Las caracteristicas mas distintivas de
las proteinas en comparacion con otros materiales formadores de pelicula son su desnaturalizacion de

conformacién, cargas electrostaticas y naturaleza anfifilica (Han, 2014).

Las peliculas de base proteica pueden ser de origen animal como las gelatinas y las proteinas de suero de

leche, o de origen vegetal como las proteinas de soja y de maiz (zeina) (De Ancos et al., 2015).

1.2.2.2 Polisacaridos

Los materiales formadores de pelicula de polisacarido incluyen almidén, quitosén, alginatos,
carragenanos, gelanos y pectinas de fruta, entre otros. Los polisacaridos tienen monomeros simples en
comparacion con proteinas, que tienen 20 aminoacidos comunes. Debido al gran nimero de grupos
hidroxilo u otros restos hidrofilos en la estructura de hidratos de carbono neutros, los enlaces de
hidrogeno juegan el papel més significativo en la formacion de la pelicula y sus caracteristicas (Han,
2014).
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1.2.2.3 Lipidos

Los lipidos y resinas también se usan como materiales formadores de pelicula, son biomateriales
comestibles, biodegradables y cohesivos. La mayoria de los lipidos y resinas comestibles son solidos

blandos a temperatura ambiente y poseen temperaturas de transicion de fase caracteristicas.

Entre sus caracteristicas destacan la reduccion de la transpiracién, la deshidratacion, la abrasion en la
manipulacion posterior y ayudan a mejorar el brillo y el sabor. Generalmente son ceras (carnauba,

abeja), acidos grasos y monoglicéridos (glicerol) (De Ancos et al., 2015).

Los lipidos pueden combinarse con otros materiales formadores de pelicula, tales como proteinas o
polisacaridos, como particulas de emulsion o revestimientos multicapa para aumentar la resistencia a la

penetracion de agua (Han, 2014).

1.2.3 Propiedades

Los recubrimientos y los materiales de revestimiento son biodegradables. Esta biodegradabilidad es uno

de los mayores beneficios de las peliculas y revestimientos junto con su comestibilidad.

Para fines de envasado de alimentos, las peliculas comestible y los materiales de revestimiento deben ser
elegidos de acuerdo a las aplicaciones especificas, los tipos de productos alimenticios y los principales
mecanismos de deterioro de la calidad (Han, 2014) por lo que se han considerado particularmente
importantes en la conservacion de los alimentos debido a su capacidad para extender la vida util
(Elsabee y Abdou, 2013).
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1.2.4 Aplicaciones en alimentos

Actualmente, las peliculas y revestimientos comestibles se utilizan con varios productos alimenticios,

principalmente frutas, verduras, dulces y algunas nueces (Han, 2014).

El uso de los recubrimientos en aplicaciones alimentarias y en especial en productos altamente
perecederos, como los pertenecientes a la cadena hortofruticola, se basa en caracteristicas como el costo,
disponibilidad, atributos funcionales, propiedades mecénicas (tension y flexibilidad), propiedades
oOpticas (brillo y opacidad), su efecto barrera frente al flujo de gases, resistencia a microorganismos y su

aceptabilidad sensorial (Quintero et al., 2010).

En la industria alimenticia, las peliculas ofrecen muchas ventajas debido a su comestibilidad,
biocompatibilidad, propiedades de barrera frente a microorganismos patogenos, no toxicidad, no
contaminante y bajo costo (Vasconez et al., 2009). Por estas razones, han atraido una atencion particular
en la conservacion de los alimentos como materiales de revestimiento que prolonguen la vida util de

diferentes productos alimenticios (Aider, 2010).

Los recubrimientos han mostrado resultados prometedores para el control de la descomposicion después

de la cosecha, manteniendo al mismo tiempo la calidad global del producto (Cindi et al., 2015).

1.3 Generalidades del quitosan

1.3.1 Definicidén

El quitosan es un copolimero compuesto por unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina
figura 9. Se obtiene de tres maneras diferentes, desacetilacion termoquimica de quitina en presencia de
alcali, por hidrolisis enzimatica en presencia de quitindesacetilasa, 0 se encuentra naturalmente en

ciertos hongos como parte de su estructura (Castro y Paulin, 2012).
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El quitosan se deriva de la quitina la cual es un abundante biopolimero natural que se encuentra en el
exoesqueleto de los crustaceos, en las paredes celulares de hongos y en otros materiales bioldgicos. Es
principalmente poli (B- (1-4) -2-acetamido-D-glucosa) (Elsabee y Abdou, 2013).

I CH H3C H3C\ —
—o— --H =0--|-
—————-Ho 0 HO —o0- -~
——'H\O o _H\ - Hwy °' —H
o4 &2
- o- —H/ 0=--=
=0-- -HO/ _o_ - 'HD
L CHs C‘H, n —
n

Figura 9. Estructura quimica de la quitina y el quitosan (Castro & Paulin, 2012).

El quitosan se describe en términos de grado de desacetilacion y peso medio promedio y su importancia
reside en sus propiedades antimicrobianas en conjuncion con su caracter cationico y propiedades
filmogenas (Elsabee & Abdou, 2013).

1.3.2 Propiedades

Se ha encontrado que el quitosan no es toxico, es biodegradable, biofuncional, biocompatible y fue
reportado por varios investigadores por tener fuertes actividades antimicrobianas y antifangicas (Aider,
2010) Principalmente el quitosan con alto grado de desacetilacién (>75%) y un peso molecular
importante han mostrado los efectos antibacterianos méas fuertes en soluciones acuosas

independientemente del tipo de acido utilizado para la solubilizacion (Hafsa et al., 2016).
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1.3.3 Aplicaciones en alimentos

El quitosan es también un excelente material formador de pelicula y poseen una permeabilidad selectiva
a los gases (CO,y O,) y buenas propiedades mecanicas, estas propiedades ayudan a reducir la pérdida de
peso, la tasa de respiracion, la pérdida de color y la infeccion fangica en diversos alimentos (Xing et al.,
2011; Elsabee y Abdou, 2013).

El quitosén posee propiedades fungistaticas o fungicidas contra los patdgenos de varias frutas y verduras
como contra el crecimiento de hongos postcosecha importantes como Alternaria alternata, Fusarium

oxysporum, Rhizopus stolonifer y Penicillium spp. (Bautista-Bafios et al., 2003).

1.4 Generalidades de los aceites esenciales

1.4.1 Definicién

Los aceites esenciales son los metabolitos secundarios de las plantas, se han utilizado tradicionalmente
para prolongar la vida atil de los alimentos debido a su actividad antimicrobiana/antifangica. (Yuan et
al., 2016).

1.4.2 Propiedades

Los aceites esenciales de origen vegetal son uno de los productos importantes de la industria basada en
la agricultura. Estos han sido utilizados durante muchos miles de afios, especialmente en la
conservacion de los alimentos, los productos farmacéuticos, la medicina alternativa y las terapias

naturales (Imelouane et al., 2009).

Se utilizan cominmente como agentes aromatizantes en productos alimenticios, bebidas, productos
farmacéuticos y cosméticos. Los aceites esenciales de las plantas poseen diversas aplicaciones

principalmente en las industrias de la salud, la agricultura, la cosmética y la alimentacién. Los aceites
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esenciales son mezclas complejas de compuestos de bajo peso molecular, extraidos por destilacion con
vapor, hidrodestilacién o extraccion con disolvente (Raut y Karuppayil, 2014).

Los aceites esenciales son fuentes potenciales de nuevos compuestos antimicrobianos especialmente
contra patdgenos bacterianos, ademas han demostrado un gran potencial como alternativas a los
fungicidas sintéticos para el control de enfermedades y mantenimiento de calidad alimentos como

tomates, arandanos, fresas, aguacates y citricos (Shao et al., 2015; Imelouane et al., 2009).

1.4.3 Composicion quimica

Los terpenoides y los fenilpropanoides forman los constituyentes principales de los aceites esenciales.
Ademas, también estan presentes pocos constituyentes aromaticos y alifaticos. Los monoterpenos, los
sesquiterpenos y los derivados oxigenados de estos dos son el grupo mas grande de entidades quimicas

en los aceites esenciales (Raut y Karuppayil, 2014).

1.4.4 Aplicaciéon en alimentos o actividad antimicrobiana

Se ha demostrado que la aplicacidn de aceites esenciales o sus compuestos volatiles en la etapa posterior
a la cosecha controla las enfermedades postcosecha en diferentes frutas al proporcionar accion
fungitoxica (Simas et al., 2017; Bill et al., 2014).

Especialmente se ha demostrado que exhiben actividades inhibidoras de amplio espectro contra diversos
patdgenos bacterianos Gram positivos y Gram negativos, levaduras y hongos. En general, los
antimicrobianos mas activos son los aceites de tomillo, orégano, arbol de té, canela, hierba de limon,

bahia, limén, mirto y palo de rosa. (Raut y Karuppayil, 2014).

Las peliculas a base de quitosdn pueden encapsular aceites esenciales para que estos compuestos
naturales puedan ser utilizados en la conservacion de alimentos, mejorando la funcionalidad y asi mismo

reducir la intensa percepcion del aroma del aceite esencial (Perdones et al., 2016).
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1.4.5 Aceite esencial de tomillo

Thymus vulgaris L. (tomillo), es miembro de la familia Lamiaceae, ampliamente utilizado en la
medicina tradicional por sus propiedades expectorante, antitusiva, antibroncolitica, antiespasmddica,
antihelmintica, carminativa y diurética. Las propiedades aromaticas y medicinales del género Thymus lo

han convertido en una de las plantas méas populares en todo el mundo.

Las especies de timo se usan cominmente como té de hierbas, agentes aromatizantes (condimentos y
especias) y plantas medicinales. Los componentes principales del aceite esencial de tomillo son geranial,

linalol, y-terpineol, carvacrol, timol y trans-thujan-4-ol / terpinen-4—ol (Imelouane et al., 2009).

Se ha demostrado que las especies de timo tienen fuertes actividades antibacterianas, antimicéticas,

antivirales, antiparasitarias, espasmoliticas y antioxidantes (Imelouane et al., 2009).

El aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) es rico en timol y carvacrol, compuestos fenolicos que
son los principales componentes responsables de la accion antimicrobiana de este y otros aceites
esenciales, asi como las propiedades antioxidantes para combatir las especies reactivas y evitar la

oxidacion de los alimentos (Gongalves et al., 2017).

En la literatura se afirma que el aceite esencial de tomillo tiene considerables efectos antioxidantes y
antimicrobianos contra muchos microorganismos, incluyendo bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas como Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis y Escherichia coli (Sotelo-Boyas et al.,
2017). La actividad antifungica del aceite de tomillo estd bien documentada y se ha demostrado que
inhibe el crecimiento fungico de C. gloeosporioides In Vitro o In Vivo en los cultivares de aguacate Hass
y Fuerte (Bill et al., 2014).

1.4.6 Aceite esencial de clavo

El clavo de olor (Syzygium aromaticum o Eugenia caryophyllata) es una especia perteneciente a la

familia Myrtaceae, El aceite de clavo ha sido ampliamente utilizado debido a su popularidad, vasta
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disponibilidad y alto rendimiento, en la industria alimentaria el aceite esencial y los extractos de clavo
pueden ser utilizados como aditivos naturales alternativos a los antimicrobianos sintéticos naturales y asi

extender la vida util de los alimentos procesados (Aguilar Gonzalez y Lopez Malo, 2013).

El aceite de clavo, se extrae de los botones florales secos de Eugenia caryophyllata L. Merr. & Perry
(Myrtaceae), este aceite es ampliamente utilizado por su actividad antimicrobiana, antioxidante,

antifungica y antiviral, con aplicaciones de proteccién agricola y alimentaria (Shao et al., 2015).

Entre los principales compuestos del aceite de clavo se encuentra los fenilpropanoides como el eugenol
(76.8%), el pB-cariofileno (17.4%), el a-humuleno (2.1%) y el acetato de eugenol (1.2%) (Chaieb et al.,
2007). EIl eugenol es conocido por ser un componente fendlico que posee caracteristicas fungicidas
siendo eficaz contra diversos patdgenos como Aspergillus, Mucor y Rhizopus Botrytis cinerea.

1.4.7 Aceite esencial de canela

El aceite esencial de canela se usa comunmente en la industria alimenticia debido a su aroma en

combinacion con sus propiedades medicinales (Ayala-Zavala et al., 2013)

La canela es rica en cinamaldehido (60%), asi como B-cariofileno, linalol, eugenol, 1,8-cineol y otros
terpenos, que son " Generalmente reconocidos como Safe-GRAS " por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos, ademas algunas componentes bioactivos como el eugenol y el cinnamaldehido del
aceite esencial de canela inhiben el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos dafiando las células

microbianas ralentizando su desarrollo( Ayala-Zavala et al., 2013; Xing et al., 2011).

Por su potencial de inhibicion en el desarrollo de diversos microorganismos patogenos, el aceite esencial
de canela ha sido utilizado en numerosos tratamientos postcosecha alternativos, entre ellos para el
control la antracnosis del banano causada por Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae y
Fusarium spp. debido a sus propiedades fungistaticas y fungicidas contra estos patogeno (Win et al.,
2007).
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CAPITULO Il.
METODOLOGIA

EXPERIMENTAL



2.1 Objetivos

Objetivo general

Evaluar un recubrimiento a base de quitosan y aceites esenciales de tomillo, canela y clavo en aguacate
variedad Hass (Persea americana Mill) sobre algunos parametros fisicos y quimicos durante el

almacenamiento para alargar su tiempo de vida util.

Objetivo particular 1

Evaluar la calidad del aguacate variedad Hass (Persea americana Mill) tratado con diferentes
recubrimientos a base de quitosan y aceites esenciales de tomillo, canela y clavo mediante parametros

fisicos (pérdida fisioldgica de peso, dureza y color) durante el almacenamiento.

Objetivo particular 2

Evaluar la calidad del aguacate variedad Hass (Persea americana Hill) tratado con diferentes
recubrimientos a base de quitosan y aceites esenciales de tomillo, canela y clavo mediante pardmetros

quimicos (contenido de aceite, contenido de humedad y actividad de agua) durante el almacenamiento.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Aislamiento e identificacion de Colletotrichum

gloeosporioides

La cepa del hongo Colletotrichum gloeosporioides que se utilizé se aislo de frutos enfermos de aguacate
Hass (Persea americana Mill) provenientes del estado de Morelos, las cuéles se obtuvieron en el
mercado de Cuautitlan lzcalli en el Estado de México. En el laboratorio de micologia de la Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS), ubicado en el Centro de Asimilacion y Tecnologia
(CAT). Los frutos se colocaron en bolsas estériles con cierre, figura 10, que contenian toallas de papel
humedecidas con 20 mL de agua estéril, se sellaron y se dejaron en incubacion a 28°C durante 3 dias

para favorecer el desarrollo del hongo.

Figura 10. Aguacate en bolsa estéril para el desarrollo del hongo C. gloeosporioides.
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A partir del fruto enfermo figura 11 se tomaron muestras aleatorias de las zonas que presentaban los
sintomas de la enfermedad que se caracterizan por lesiones circulares oscuras y hundidas, con masas
compactas de color naranja (Montero Tavera et al., 2010) . Se sembraron bajo condiciones de asepsia en
una campana de flujo laminar marca YECO en cajas Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) tomando una pequefia porcidn con una aguja de diseccion estéril y se sellaron con papel parafilm,
posteriormente las placas y se incubaron en un fotoperiodo 12 h de luz y 12 h de oscuridad a 28°C
durante 3 dias

Se realizaron resiembras de la cepa del hongo que se obtuvieron en cajas de PDA mediante la técnica de
picadura hasta obtener cultivos axénicos, las cajas se sellaron y se llevaron a incubacion en fotoperiodo
durante 10 dias, figura 12.

Figura 11. Toma de indculo a partir de Figura 12. Incubacién de cepas de Colletotrichum
aguacate Hass enfermo. gloeosporioides a 28°C en fotoperiodo.
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2.2.1.1 ldentificacion del hongo Colletotrichum gloesporioides

Para identificar la morfologia del hongo, se realizaron siembras de los cultivos axénicos en cajas con
PDA y se incubaron a 28°C con fotoperiodo, posteriormente con 10 dias de crecimiento se observaron
las caracteristicas macroscopicas principales como el tamafio, color, presencia de micelio y forma de la

colonia.

Se elaboraron preparaciones semipermanentes figura 13 para la observacion microscépica de las
estructuras del hongo. En un portaobjetos se afiadié una gota de azul de algodén como medio de tincion
y se coloc6 una pequefia cantidad de muestra de la cepa para observar las caracteristicas de la
micromorfologia del hongo en un microscopio 6ptico compuesto OLYMPUS e identifico a nivel especie
siguiendo las claves de Mathur y Kongsdal (2003).

Figura 13. Tincion con azul de algodon para identificar las caracteristicas de la micromorfologia de C.

gloeosporioides.
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2.2.2 Evaluacién antifungica del quitosan mejorado al 1% vy los

aceites esenciales en pruebas In Vitro

Se realizd6 una evaluacion microbiolégica para aislar e identificar el hongo Colletotrichum
gloeosporioides causante de la enfermedad antracnosis en aguacate y observar el efecto del quitosan

mejorado y aceites esenciales sobre su crecimiento y desarrollo para la formulacion del recubrimiento.

2.2.2.1 Preparacion de medios de cultivo

El medio que se utilizd para el crecimiento de la cepa del hongo C. gloeosporioides fue Agar papa-
dextrosa MCD LAB. La preparacion de este medio se llevo a cabo usando el medio comercial, se utilizé
39g de agar para 1 litro de agua. Se calentd y se disperso con agitacion suave. Se esterilizd en autoclave

a 121°C, (15Ib de presion) durante 15 minutos, se enfrid y se vacio el contenido en cajas Petri estériles.

2.2.2.2 Preparacion de la solucion de quitosan mejorado al 1% vy quitosan
con aceites esenciales

El quitosdn mejorado se obtuvo a partir de las cascaras de camaron siguiendo la patente Mexicana No.
293022 con el nombre “Proceso para la extraccion de quitina a partir de exoesqueletos de crustaceos y

su conversion a quitosan”, al cual se le hicieron modificaciones que estan en estudios para patente.

Se prepard una solucion de quitosdn mejorado al 1% con acido acético al 1% a la cual se le ajusté el pH
a 5 con una solucion de NaOH 1N figura 14. En la solucién resultante de quitosan mejorado se prepard
el medio PDA y se adicion6 Tween 80 para homogenizar, posteriormente se esterilizd en autoclave a 15

Ib durante 10 min y se vacid en cajas Petri estériles de 87 mm de diametro.
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Se dividio la solucién de quitosan en matraces de 150 mL, en forma estéril en una campana de flujo
laminar marca YECO figura 15 se les adicionaron los aceites esenciales (tomillo, canela y clavo) hasta
obtener las concentraciones de 200, 300, 400 y 500 ppm de cada aceite esencial y de la mezcla de ellos.

Se agito hasta obtener una mezcla homogénea y se vaciaron en las cajas Petri estériles.

Figura 14. Preparacion de la solucién de quitosan mejorado al 1%.

Figura 15. Campana de flujo laminar YECO.
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2.2.2.3 Variables evaluadas In Vitro

2.2.2.3.1 Cinética de crecimiento micelial de C. gloeosporioides e identificacion
de la actividad antifungica del quitosan mejorado y los aceites esenciales

Para evaluar el crecimiento micelial de los hongos cada 24 h durante 8 dias, se utiliz6 un calibrador
digital vernier marca “TRUPER”, se midi0 el diametro de la colonia, figura 16, tomando dos ejes en
angulo recto entre si para promediar y obtener los resultados, esto se realizd hasta que el tratamiento con
mayor velocidad de crecimiento llend la caja Petri. Se realizd una gréafica de cinética de crecimiento con

el promedio de los valores obtenidos. Esta prueba se realizé por triplicado.

Figura 16. Evaluacion del crecimiento micelial.

Para evaluar la actividad antifungica de C. gloeosporioides, la cepa se sembré en cajas de Petri con papa
dextrosa agar con quitosan mejorado 1%, adicionado con aceites esenciales de tomillo, canela, clavo y la
mezcla de estos a concentraciones de 200, 300, 400 y 500 ppm y un control figura 17; tomando
explantes discoidales de 5 mm de diametro de las colonias en las placas de agar con 10 dias de

desarrollo. Para cada tratamiento y el control la prueba se realizé por triplicado.
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A)

Figura 17. Ay B) Siembra de C. gloeosporioides con explantes discoidales

2.2.3 ldentificacion de la actividad fungicida y/o fungistatica
del tratamiento con quitosan mejorado al 1% vy aceites

esenciales

Para identificar la actividad fungicida o fungistéatica, las cajas Petri con PDA solo y con tratamientos de
quitosdn mejorado al 1% y quitosdn mejorado con aceites esenciales a diferentes concentraciones
inoculadas con el hongo C. gloeosporioides se incubaron a 28 °C durante 8 dias para observar si habia
desarrollo del hongo (actividad fungistatica) o no habia crecimiento (actividad fungicida). La prueba se
realizé por triplicado.
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2.2.4 Evaluacion del quitosan mejorado al 1% y los aceites

esenciales en pruebas In Vivo

2.2.4.1 Formulacién del recubrimiento

La formulacién del recubrimiento se realiz con base en los datos obtenidos de las pruebas In Vitro, el
quitosan modificado al 1% pudo inhibir el crecimiento del hongo, al igual que todas las concentraciones
aceites esenciales, por lo que se decidid utilizar como recubrimiento unicamente el quitosdn mejorado al
1%.

2.2.4.2 Recepcion de materia prima

Se utilizaron aguacates de la variedad Hass (Persea Americana Mill.) provenientes del estado de
Morelos. Los frutos se llevaron al laboratorio de Biotecnologia en el edificio de Posgrado ubicado en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 1 donde para su estudio se seleccionaron aquellos

frutos que cumplieron las especificaciones de la norma (PC-001-2004.

Los aguacates se clasificaron de acuerdo a su peso y estado de madurez, dividieron en dos grupos, el
primer grupo al cual no se le aplicd ningin tratamiento y el segundo grupo al cual se le aplicé el

recubrimiento con quitosan modificado.
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2.2.4.3 Limpieza y lavado de los aguacates

A los frutos se les retird cualquier materia extrafia y basura, se lavaron y fueron colocados en rejillas

sobre una mesa para su secado figura 18.

Figura 18. A) Lavado y B) secado de los frutos seleccionados.

2.2.4.5 Aplicacion del recubrimiento

Se aplico recubrimiento de quitosan al 1% a los frutos seleccionados, mediante la técnica de inmersion
figura 19 durante 30 segundos para asegurar que las muestras fueran cubiertas totalmente,
posteriormente se colocaron sobre rejillas para retirar el excedente y fueron secadas por conveccién
natural. Los frutos se dividieron en dos lotes, el primer lote como control sin tratamiento y el segundo
lote con recubrimiento, los cuales se almacenaron en una cdmara figura 20 a temperatura ambiente (25 +
2°C) con 45% de humedad relativa.
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Figura 19. Aplicacion de recubrimiento de quitosan mejorado al 1% por inmersion.

A) B)

Figura 20. Camara de almacenamientos con A) Frutos control y B) Frutos con recubrimiento de quitosan
modidifcado 1%.
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2.2.5 Evaluacion de pruebas fisicas y quimicas

2.2.5.1 Fisicas

2.2.5.1.1 Pérdida fisiologica de peso

Para la evaluacion se utilizaron aguacates previamente acondicionados, se dividieron en dos grupos los
cuéles se pesaron para formar lotes de 500g, el primer grupo sin recubrimiento y el segundo con
recubrimiento; cada grupo de aguacate se pesé diariamente en una balanza analitica Standard Ohaus
modelo AS200.

2.2.5.1.2 Dureza

La prueba de dureza se realizd sobre el mesocarpio del fruto y se determind con el penetrometro
universal, figura 21, utilizando como dispositivo el cono de 45°, obteniendo asi resultados de distancia

penetrada la cual presenta un comportamiento inverso con el valor de dureza.

En la evaluacion primero se midié el espesor de la muestra, para colocar el dispositivo a un 10% por
encima de la base de la muestra, con la varilla altura se ajusto la caratula secundaria a 0 (cero) y la
caratula principal con el disco. En funcion del espesor se definio la altura de penetracion haciendo subir
la varilla de altura, la cual se indicé con la caratula secundaria. El dispositivo qued6 al ras de la

superficie de la muestra.

Se ajustd la caratula principal a cero 0 haciéndola girar en sentido a las manecillas del reloj. Se presion6
el indicador de disparo del cabezal, se tomo la lectura de la caratula principal y de la secundaria que se

indica con las agujas.
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El calculo de la dureza se realizé con la siguiente ecuacién

_F  mpa,

A A

Ecuacioén 1.Dureza

Doénde: D = dureza (Pa)
A = area total del dispositivo que penetrd (m?)
my = peso del dispositivo, varilla y cabezal (kg)

a, = aceleracioén de la gravedad (m/s?)

g

Figura 21. Penetrometro universal
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2.2.5.1.3 Color

El color en los alimentos es un parametro que permite identificar anomalias, realizar clasificaciones de
productos, evaluar materias primas, por lo cual resulta necesario su andlisis de forma cualitativa o

cuantitativa.

Actualmente se utiliza la herramienta de andlisis digital de imagen, este método permite medir y
analizar el color de las superficies de los alimentos. El espacio de color RGB es el mas usado en caAmaras
digitales, en el cual cada sensor captura la intensidad de la luz reflejada en los componentes rojo
(R=red), verde (G=green) y azul (B=blue) (Ledn et al., 2006).

En 1905, Munsell identificd tres atributos basicos del color: tono, valor y croma. Tono es la cualidad por
la cual se distingue una familia de otra, de colores cromaticos. Valor es la luminosidad del color, con el
valor se distinguen los colores claros de los oscuros. Croma es la fuerza o intensidad del color (von
Atzingen y Machado Pinto, 2005).

Por lo general, el color de los alimentos se mide en el espacio de color L * a* b *, o CIELab. CIELab,
es un estandar internacional para mediciones de color, adoptado por la Comisién Internacional de
Ingenieria (CIE) en 1976. En este sistema los valores de luminosidad L* van de cero (negro) a 100
(blanco), el componente a* indica el angulo hue (tono) en una escala de verde (valores negativos) a rojo
(valores positivos) y el componente b* indica el angulo hue (tono) en una escala de azul (valores
negativos) a amarillo (valores positivos). Por lo que utilizando formulas estandar los valores RGB de
las cdmaras digitales se transforman en valores CIE L a* b*, este procedimiento puede realizarse
mediante el uso de versiones de software editor de imagenes (Delmoro et al ., 2010).

Para el analisis de imagen se determind el lugar y se mantuvo constante para la captura de imagenes, se
colocé un fondo blanco vy se utilizd una camara digital Panasonic Lumix DMC-FH2, las fotografias
fueron tomadas a 30 cm de distancia, en modo fotografia automatico, flash apagado y equilibrio de
blanco automaético. Las fotografias se analizaron utilizando el programa Image J figura 22, el software
carga la imagen, se selecciona y delimita la zona de la imagen que se va a analizar; mediante la
herramienta de analisis se obtuvo un histograma con los valores en el espacio RGB, los valores fueron
analizados con el software NIX para convertirlos de RGB a L* a* b* y obtener los valores de croma y

el angulo Hue (ecuacion 1y 2 respectivamente). Con los valores L* a* b* el software proporciona una
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imagen con el color correspondiente. Al comparar dos imagenes el software presenta un valor de Delta
E 2000 que mide la diferencia entre dos colores, en este caso sefiala si existe o no diferencia entre el

color del fruto con recubrimiento y el del fruto sin recubrimiento.

Ecuacion 2. C*=(a*?+b*?) /2
Ecuacion 3. h=arctan (b*/a *)
A) B)

Figura 22. A) Analisis de imagen en Image J , B) Histograma con valores RGB
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2.2.5.2 Quimicas

2.2.5.2.1 Contenido de aceite (método Soxhlet AOAC)

Se utilizé el método Soxhlet cuyo fundamento es una extraccion semicontinua con disolvente, donde
una cantidad de disolvente rodea la muestra y se calienta a ebullicidon, una vez que dentro del Soxhlet
figura 23 el liquido condensado llega a cierto nivel es sifoneado de regreso al matraz de ebullicion, la
grasa se mide por pérdida de peso de la muestra o por cantidad de muestra removida (Nielsen, 1998).

Se pesaron 5 gramos de muestra homogeneizada en un cartucho de extraccion, se tap6 con algodon, y se
colocé el cartucho en el extractor. Se conectd el matraz previamente puesto a peso constante al extractor,
el cual en la parte superior esta conectado al refrigerante. Se agregd una carga de disolvente (hexano) y

utilizando una parrilla, se calent6 el matraz a ebullicion suave. La extraccion duro 6 horas.

Una vez extraida toda la grasa, se retir0 el cartucho con la muestra desengrasada y el matraz se colocé
en la estufa a 100°C para eliminar los residuos de disolvente. Posteriormente el matraz se enfri6 en un

desecador y se pes6 en una balanza analitica para calcular el porcentaje de grasa con la ecuacién 4.

Ecuacion 4.

my; —my
% grasa = X 100

Donde: m; = masa en g del matraz vacio
m, = masa en g del matraz con grasa tras el secado

M = peso de la muestraeng
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Figura 23. Equipo de extraccién Soxhlet

2.2.2.5.2 Contenido de humedad (Termobalanza)

Para la determinacion de la humedad se utilizé el método de secado por termobalanza, este método se
basa en evaporar de manera continua la humedad de la muestra y el registro continuo de la pérdida de
peso, hasta que la muestra se estabilice a peso constante (Nollet, 1996), para esto se ocupO un
instrumento de humedad, la termobalanza Precisa XM 50, figura 24, la cual emplea una balanza de

torsion sensible para pasar la muestra y una lampara infrarroja para secarla.

Se pesaron 5 g de muestra que fueron colocadas en una charola de aluminio formando una capa lo mas
homogénea posible. Se coloco la charola con muestra en la termobalanza y se bajo la tapa del equipo
para comenzar la evaluacion. Se registrd el porcentaje de humedad despuées de 20 minutos cuando el

equipo ya no presentaba variacion en la lectura (Kirk et al., 2011).
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Figura 24. Determinacion de humedad por termobalanza.

2.2.2.5.3 Actividad de agua a,, (AqualLab modelo CX-2)

La actividad del agua es una medida de la energia del agua. Indica el agua libre en una muestra, “libre”

haciendo referencia a las moléculas de agua en un producto que no estan unidas quimica o fisicamente.

Se utiliz6 aproximadamente 5 gramos de muestra previamente homogenizada la cual fue colocada de
manera uniforme hasta cubrir la mitad del contenedor que utiliza el equipo Aqualab modelo CX-2
figura 25. Se introdujo el contenedor con la muestra en el equipo y se gir6 la perilla a la posicion de
"lectura™ para iniciar la evaluacion. El ciclo de lectura duré 15 minutos y al finalizar la prueba se

registraron los datos directamente de la pantalla digital del AqualLab.
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Figura 25. Determinacion de a,, en el equipo Aqualab Model CX-2.

2.2.6 Analisis estadistico

Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado y los datos obtenidos se analizaron mediante una
prueba de t de student con un nivel de significancia de 0.05 para identificar si existen o no diferencias

significativas entre los tratamientos en cada evaluacion.

El andlisis permite contrastar la hipétesis nula que indica que las medias son iguales frente a la hipétesis
alterna que sefiala que al menos una de las poblaciones es diferente a las demés. Esta prueba es
importante en el analisis de resultados experimentales en los que se busca comparar los resultados de

‘tratamientos' con respecto a la variable dependiente o de intereés.

Es importante identificar los valores de p, p<0.05 indica que las diferencias entre algunas de las medias
son estadisticamente significativas (se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna), en
cambio p>0.05 indican que las diferencias entre las medias no son estadisticamente significativas (se

acepta la hipdétesis nula).
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3.1 Aislamiento de identificacion Colletotrichum gloesporioides

3.1.1 Identificacion del hongo Colletotrichum gloesporioides

La caracterizacion morfologica de Collethotrichum gloeosporioides se evalu6 a los 10 dias de
incubacién alcanzando la colonia un didmetro de 85mm cubriendo por completo la caja con medio PDA
con una forma circular, en la cual se observo la formacion de anillos concéntricos a partir del quinto dia

de incubacion a 28°C.

El micelio algodonoso se observo en el segundo dia de crecimiento, presentando una coloracién blanca
que al aglomerarse formaba una masa micelial gris oscura al quinto dia y en el séptimo dia de
incubacion el color salmén fue visible en el desarrollo del hongo figura 26. Estas observaciones
coinciden con lo mencionado por Rodriguez-L6pez et al (2009) en su descripcion sobre la etiologia y

epidemiologia de la antracnosis del aguacate.

Figura 26. Crecimiento de C. gloeosporioides en medio PDA.

54



Utilizando el microscopio Optico OLYMPUS vy la tincion con azul de algoddn, se observaron las
caracteristicas de la micromorfologia de la colonia, entre ellos la presencia de conidios hialinos de forma
cilindrica y obtusos en el apice (6-5 x 3-4 um) vy la presencia de setas oscuras propias de la especie C.

gloeosporioides figura 27.

Figura 27. A. Conidios y setas de C. gloeosporioides; B. Conidios unicelulares hialinos de C.
gloeosporioides.

3.2 Evaluacion antifungica del quitosan mejorado y los aceites

esenciales In Vitro

3.2.1 Variables evaluadas In Vitro

3.2.1.1 Cinética de crecimiento micelial de C. gloeosporioides e identificacion de
la actividad antifingica del quitosan mejorado y los aceites esenciales

Las figuras 29-32 muestran el crecimiento micelial del hongo durante 8 dias de incubacién a 28°C en
fotoperiodo. El hongo se desarrollé Unicamente en medio PDA donde present6 un crecimiento de 18.82
mm por dia, figura 28 hasta alcanzar un tamario final de 84.25 mm cubriendo completamente la caja

Petri que lo contenia.
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Por otro lado todos los tratamientos con quitosan mejorado al 1% y quitosan con aceites esenciales
(tomillo, canela clavo y mezcla) no presentaron crecimiento del hongo en ninguna caja Petri, estos
tratamientos inhibieron totalmente el desarrollo del hongo, con lo cual se puede decir que existe una
gran diferencia al adicionar quitosan modificado y aceites esenciales al medio ya que estos proporcionan

un efecto antifungico.

Cinética de crecimiento
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Figura 28. Cinética de crecimiento de C. gloeosporioides en medio PDA durante 8 dias de incubacién a
28°C (Q 1%: Quitosan modificado al 1%, Q+CL: Quitosan y aceite esencial de clavo a 200, 300, 400 y 500 ppm,
Q+CA: Quitosan y aceite esencial de canela a 200, 300, 400 y 500 ppm, Q+T: Quitosan y aceite esencial de
tomillo a 200, 300, 400 y 500 ppm, Q+M: Quitosan y mezcla de aceites esenciales a 200, 300, 400 y 500 ppm).
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Figura 29. Crecimiento del hongo C. gloeosporioides aislado de aguacate Hass, durante 8 dias a 28°C en fotoperiodo en PDA, quitosan

mejorado 1% Yy tratamientos de quitosan con aceite esencial de tomillo a diferentes concentraciones.
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Figura 30. Crecimiento del hongo C. gloeosporioides aislado de aguacate Hass, durante 8 dias a 28°C en fotoperiodo en tratamientos de

quitosan con aceite esencial de tomillo y canela a diferentes concentraciones.
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Figura 31. Crecimiento del hongo C. gloeosporioides aislado de aguacate Hass, durante 8 dias a 28°C en fotoperiodo en tratamientos de

quitosan con aceite esencial de clavo a diferentes concentraciones.
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Figura 32. Crecimiento del hongo C. gloeosporioides aislado de aguacate Hass, durante 8 dias a 28°C en fotoperiodo en tratamientos de

quitosan con la mezcla de aceites esenciales (tomillo, canela y clavo) a diferentes concentraciones.
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3.3 ldentificacion de la actividad fungicida y/o fungistatica del

tratamiento con quitosan mejorado al 1% y aceites esenciales

Para comprobar la actividad fungicida o fungistatica del quitosan mejorado, se transfirieron los
explantes discoidales de los tratamientos de quitosan mejorado al 1% Yy quitosan con aceites esenciales
(tomillo, canela clavo y mezcla) que estuvieron en la prueba de crecimiento micelial a cajas de Petri con
PDA, no observando ningun desarrollo de las colonias del hongo, por lo que se determind que todos los
tratamientos presentaron una actividad fungicida, donde el quitosdn modificado fue el componente que

influyé totalmente en el crecimiento del hongo.

Estos resultados de pruebas In Vitro indican que dichos tratamientos pueden ser utilizados para la

formulacién de recubrimientos que prolonguen la vida atil del aguacate.

Yuan, Chen, & Li, (2016) mencionan que el quitosan en forma de recubrimiento o en solucion es
efectivo contra varios hongos patdgenos postcosecha como Colletotrichum gloeosporioides, esto fue en
este trabajo, mostrando la inhibicion total del hongo en la pruebas In Vitro con quitosan modificado y

quitosan modificado con aceites esenciales.

Los resultados obtenidos posiblemente se debieron al potencial del quitosan que se atribuye de poseer
carga policationica, mientras que las paredes de los hongos poseen carga negativa desactivando la

germinacién de las esporas de C. gloesporioides (Everett et al., 2005; Landero-Valenzuela et al., 2016).

Bautista-Barios et al., (2003) encontraron que el crecimiento micelial de C. gloeosporioides en pruebas
In Vitro, fue inhibido completamente por concentraciones de quitosan de 2.5% y 3.0% durante el
periodo de incubacion de 7 dias. En otro estudio realizado por Bill et al., (2014) se realizaron pruebas In
Vitro de diferentes recubrimientos en entre ellos, quitosan (1% wi/v), goma ardbiga (10%, w/v) y Aloe
vera (2%, w/v) sometidos a un periodo de incubacion de 7 dias a 25°C para identificar la actividad
fungicida o fungistética de los compuestos, estos recubrimientos presentaron un crecimiento micelial
radial de 15.2, 58 y 30.4 mm respectivamente revelando un efecto fungistatico de los recubrimientos

sobre C. gloeosporioides.
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En este estudio el quitosan modificado presenta una buena alternativa de uso como recubrimiento debido
a su actividad fungicida a una concentracion baja (1%).

3.4 Evaluacion del quitosan mejorado al 1% y los aceites

esenciales en pruebas In Vivo

La figura 34 muestra el avance de la enfermedad antracnosis en el mesocarpio del aguacate. El fruto
con recubrimiento de quitosan modificado al 1% no mostré lesiones causadas por el hongo C.
gloeosporioides hasta el dia 14 de almacenamiento, donde se pueden observar pequefias manchas

oscuras en el mesocarpio del aguacate.

Por otro lado los frutos sin recubrimiento mostraron presencia del hongo al séptimo dia de
almacenamiento, identificandolo por las manchas presentes en el mesocarpio del aguacate, para el dia 11
se notd un avance en la enfermedad el cual cambio de color y provocé el debilitamiento del mesocarpio,
en el dia 14 de almacenamiento el fruto present6 un gran deterioro por la infeccion de C.
gloeosporioides en el cual fue posible observar la presencia de micelio blanco algodonoso y manchas
negras en todo el fruto y debido a esto no fue posible desarrollar las pruebas de dureza, contenido de

aceite, humedad y actividad de agua.

Con este analisis se observé el efecto que tiene el quitosan modificado (1%) ya que la aplicacion del
recubrimiento ayudé a retrasar la aparicion y el desarrollo del hongo C. gloeosporioides, duplicando el

tiempo de vida util de los frutos con recubrimiento.

Salvador et al., (1999) utilizaron recubrimientos de quitosan en aguacates y lograron extender la vida de
almacenamiento del aguacate a y a 6 dias a 27-29 °C. En el presente estudio con la aplicacion de
quitosan mejorado al 1% se conservO el aguacate en buenas condiciones después de 13 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente (25° +2°C) por lo que se puede decir que la aplicacion del

recubrimiento mejora el tiempo de vida util frutos y conserva parametros de calidad.
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Figura 34. Efecto del tratamiento de quitosan mejorado al 1% sobre la pulpa de aguacate variedad Hass.
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3.5 Evaluacion de pruebas fisicas y quimicas

3.5.1 Fisicas

3.5.1.1 Pérdida fisioldgica de peso

Los datos del andlisis estadistico mostraron que no hay diferencia significativa entre cada tratamiento en
la pérdida fisiologica de peso (p>0.05) lo que quiere decir que la pérdida de peso no depende del tipo de

tratamiento aplicado.

La pérdida de peso presentd un comportamiento lineal que aumento con respecto al tiempo, en la figura
35 se observa el porcentaje de pérdida peso el cual fue mayor en todos los dias para los aguacates sin
recubrimiento y en general se presentd una mayor pérdida de masa a partir del doceavo dia de
almacenamiento; al finalizar el estudio los frutos sin recubrimiento presentaron un 28.2% de pérdida de

masa y los frutos recubiertos un 20.3%.
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Figura 35. Porcentaje de pérdida de masa de los frutos sin recubrimiento y con recubrimiento de

quitosan mejorado al 1% durante 14 dias de almacenamiento.
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Es importante mencionar que los frutos sin recubrimiento siguieron disminuyendo su peso pero no
fueron tomados en cuenta para las demas pruebas fisicas y quimicas a partir del dia 11 de
almacenamiento, debido a que presentaron un alto grado de putrefaccion en el mesocarpio a partir del
séptimo dia de evaluacion. Por lo que la aplicacién del recubrimiento contribuy6 a conservar el peso

durante el almacenamiento ademas de prolongar la vida util de los frutos.

Espinosa-Cruz et al., (2014) sugieren que la pérdida de peso en postcosecha se atribuye a la
transpiracion causada por un déficit de presion de vapor del fruto con relacion a su entorno. El déficit de
presion se ve favorecido por la humedad relativa baja y por la temperatura lo que sugiere que estos
factores son los que se vieron involucrados en la pérdida de peso de los frutos no tratado y los

recubiertos.

3.5.1.2 Dureza

La firmeza o dureza del aguacate es una de los parametros de calidad mas utilizados en el mercado y la
industria, ya que se utiliza para evaluar el grado de madurez del fruto necesario para la venta y el
consumo (Landahl et al., 2009).

La figura 36 muestra el efecto del tratamiento sobre la firmeza del aguacate, la dureza de los aguacates
disminuy6 con el tiempo tanto en los frutos sin recubrimiento como en los frutos recubiertos con

quitosan mejorado al 1%.

En el anélisis estadistico no se encontro diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.05), sin
embargo, se tuvo una mayor pérdida de firmeza en los frutos sin recubrimiento a partir del séptimo dia
cuando se encontraba completamente maduro y presentaba dafios en el mesocarpio ocasionados por el
hongo, que provoco el ablandamiento y pudricion del mesocarpio, factor que también contribuy6 al
debilitamiento de la superficie del fruto con una mayor diferencia de firmeza el dia 11 de
almacenamiento, donde el fruto recubierto obtuvo un valor de dureza de 911 Pa mientras el fruto sin

recubrimiento alcanz6 los 886 Pa dia.
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Los frutos recubiertos con quitosan mejorado al 1% presentaron menores distancias de penetracion que

se traducen en un menor descenso de la dureza conforme al tiempo y una mayor retencion de la firmeza.
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Figura 36. Dureza de los frutos sin recubrimiento y con recubrimiento de quitosdn mejorado al 1%
durante 14 dias de almacenamiento.

La figura 37 muestra el porcentaje de firmeza registrada durante la evaluacion, en el cual se puede
observar que los frutos sin recubrimiento presentaron mayor pérdida de firmeza alcanzando un 4% de
pérdida el dia 11 de almacenamiento; por otro lado los frutos recubiertos perdieron hasta el 2.30% de
firmeza, casi la mitad de lo obtenido por los frutos sin recubrimiento.
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Figura 37. Porcentaje de pérdida de firmeza de los frutos sin recubrimiento y con recubrimiento de

quitosan mejorado al 1% durante 14 dias de almacenamiento.

Se ha observado que la pérdida de firmeza del aguacate se debe al debilitamiento de la estructura de la
pared celular, la pérdida de la integridad de la membrana, la hidrolisis de la celulosa y la hemicelulosa y

la despolimerizacion de la pectina y el almidon (Tesfay y Magwaza, 2017).

Por lo que se puede decir que la aplicacion del recubrimiento reduce la actividad de las enzimas como
poligalacturonasa, pectato liasa, pectina metilesterasa y celulasa, que degradan la composicién de las
paredes celulares, conservando asi la firmeza de los frutos por mayor tiempo (Bill et al., 2014).

3.5.1.3 Color

3.5.1.3.1 Luminosidad

En la figura 38 se observa un descenso en la luminosidad con el tiempo de almacenamiento para ambos
grupos, L* es una medida en el eje claro/oscuro por lo que se dice que los frutos sin recubrimiento

perdieron brillo y oscurecieron con mayor velocidad que los frutos recubiertos con quitosan mejorado al
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1%.

Estadisticamente existe diferencia significativa (p<0.05) en los valores de L* por lo que aplicacion de
recubrimiento brindd6 mayor luminosidad y conservé por mayor tiempo el brillo en el epicarpio del
aguacate, caracteristica que da una mejor aceptacion del fruto al conservar un aspecto de calidad por

mayor tiempo.
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Figura 38. Valores de luminosidad en aguacate Hass sin y con recubrimiento de quitosan mejorado al

1% durante 14 dias de almacenamiento.

3.5.1.3.2 Valor a*

Los resultados del parametro a*, que sefialan los valores que van de verde a rojo indican que los frutos
con recubrimiento mantuvieron valores negativos por mayor tiempo, estos valores muestran el espectro
verde como el predominante en el exocarpio del aguacate figura 39 los cuales aumentaron lentamente
conforme al tiempo hacia tonos rojizos hasta llegar al dia 14 donde el fruto habia oscurecido mostrando

la madurez del aguacate.
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Los valores de a* de los frutos sin recubrimiento aumentaron rapidamente alejandose del color verde
para tomar colores rojizos, esto se puede observar en el dia 7 donde los frutos recubiertos aun se
encontraba en el espectro verde y los frutos sin recubrimiento ya presentaban valores positivos

sefialando la tendencia hacia el color rojo.

Maftoonazad y Ramaswamy, (2005) mencionan que el cambio de color hacia valores de a* positivo

indican un mayor enrojecimiento en el color, el cual es resultado de la maduracion.
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Figura 39. Valores de a* en aguacate Hass sin y con recubrimiento de quitosan mejorado al 1% durante

14 dias de almacenamiento.

El tratamiento estadistico mostré una diferencia significativa (p<0.05), los frutos con recubrimiento
preservaron el color verde por mayor tiempo, retardando la degradacion de la clorofila presente en el
epicarpio del aguacate, por otro lado, los frutos sin recubrimiento oscurecieron rapidamente lo que

indica una mayor velocidad de maduracién.

La influencia del recubrimiento sobre el parametro a* es de importancia ya que la aplicacion de un
recubrimiento que conserve la presencia de color verde en los frutos influye en la decision del

consumidor para la eleccion del fruto a través del sentido de la vista relaciondndolo con el grado de
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madurez del aguacate, por lo que se menciona que los frutos recubiertos tiende a preservar por mas

tiempo su tiempo de vida Util al conservar por mayor tiempo tono verde en el epicarpio.

3.5.1.3.3 Valor b*

El andlisis estadistico indico que el efecto del recubrimiento presentd una diferencia significativa
(p<0.05) sobre el valor de b* que va del espectro azul al amarillo, tanto para los frutos sin recubrimiento
como para los frutos recubiertos con quitosan mejorado 1% lo valores de b* fueron disminuyendo

conforme al tiempo acercandose al croma oscuro.

En la figura 40 se puede observar que al inicio de la evaluacién los frutos mostraron valores cercanos al
amarillo, sin embargo, a partir del segundo dia se presentd un importante descenso del valor b* de los
frutos sin recubrimiento (10.7) respecto al valor de b* de los frutos recubiertos (20.6), los frutos
presentaron el color oscuro propio de la madurez del aguacate en el séptimo dia de almacenamiento,
esta tendencia se mantuvo hasta llegar a un valor de 5.6 dando tonos azules, lo que indica colores mas

OScuros en menor tiempo.

Los frutos recubiertos presentaron un mayor descenso en el valor b* hasta el séptimo dia de
almacenamiento, lo que puede atribuirse a la aplicacion del recubrimiento que mantuvo por mas tiempo
los valores cercanos al amarillo y retardd el cambio hacia el color purpura-negro de un aguacate
maduro, por lo que se dice que los frutos sin recubrimiento presentaron un mayor avance en el proceso

de maduracién en menor tiempo que los frutos recubiertos.
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Figura 40. Valores de b* en aguacate Hass sin y con recubrimiento de quitosan mejorado al 1% durante

14 dias de almacenamiento.

3.5.1.3.4 Croma

El analisis estadistico de los valores de croma indican que existe diferencia significativa (p<0.05) entre

los frutos sin recubrimiento y los frutos con recubrimiento de quitosan mejorado al 1%.

Los fruto sin recubrimiento tuvieron valores bajos de croma, de 27.5 descendi6 hasta 6.6, es decir,
presentaron colores palidos en su proceso de maduracion. Los frutos recubiertos obtuvieron valores
mayores de croma, de 34.1 a 11.4, figura 41 dando colores més fuertes y vivos; esto se puede atribuir al
efecto que tuvo la pelicula al conservar y realzar el color del aguacate durante todo su proceso de

maduracion.
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Figura 41. Valores de croma en aguacate Hass sin y con recubrimiento de quitosdn mejorado al 1%
durante 14 dias de almacenamiento.

3.5.1.3.5 Angulo hue (h)

En el andlisis estadistico se encontr6 diferencia significativa (p<0.05) entre los valores obtenidos de
angulo de hue (h). Los valores son mayores para los frutos recubiertos iniciando con 124° y conforme
avanzo el tiempo los valores fueron descendiendo hasta llegar a 85° figura 42, lo que indica que el
epicarpio al iniciar la evaluacion se encontraba espectro verde y disminuyeron hasta llegar al espectro
amarillo. Estos datos coinciden con lo mencionado por Bill et al.,( 2014), donde los frutos recubiertos

presentaron un retraso en la maduracién con cambios mas lentos en los valores de h.

Por otro lado los frutos sin recubrimiento pasaron del espectro verde con un valor inicial de 124° hasta
tomar valores del espectro amarillo-rojo (angulo de 58.3°) en menor tiempo que los frutos recubiertos,

teniendo asi una maduracion mas rapida.

La aplicacién de quitosdn mejorado 1% redujo la velocidad de cambio de color, por lo que el uso del

recubrimiento muestra un efecto positivo sobre el retraso de la maduracion.
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Figura 42. Valores de angulo hue (°) en aguacate Hass sin y con recubrimiento de quitosan mejorado al
1%.

Con los valores L* a* b*, las fotografias tomadas y las iméagenes de color obtenidas con el software
NIX, se elaboro una escala del cambio de color conforme al tiempo figura 43, donde se observé que los
frutos con recubrimiento conservaron por mayor tiempo la presencia de tonos color verde incluso
después de once dias de almacenamiento a temperatura ambiente, para el dia 14 los frutos mostraron un

cambio de color a un tono mas oscuro en el exocarpio que sefiala la madurez del aguacate.

Los frutos sin recubrimiento conservaron tonos verdes hasta el cuarto dia, sin embargo para el séptimo
dia de almacenamiento el fruto mostré un cambio de color hacia tonos mas oscuros con valores alejados
del tono verde desviandose a tonos cercanos al negro. En el dia 14 se pudo observar las lesiones
provocadas por el hongo en el exocarpio del aguacate, manchas secas circulares hundidas de color café y
presencia de micelio blanco, estos frutos sin recubrimiento presentaron un grave dafio por lo que no

pudieron ser utilizados para realizar todas las pruebas fisicas y quimicas propuestas.

Los menores cambios de color en la fruta recubierta pueden estar relacionados con el efecto del
recubrimiento en la creacion de atmosferas modificadas dentro de la fruta. (Maftoonazad y Ramaswamy,
2005).
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B)

Figura 43. Cambio de color en los frutos: A) frutos sin recubrimiento. B) frutos con

recubrimiento quitosan mejorado al 1% durante 14 dias de almacenamiento.
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3.5.1.3.6 Delta E

La diferencia de color total AE, es un parametro colorimétrico que se utiliza para caracterizar la

variacion en la percepcion del color (Maftoonazad y Ramaswamy, 2005). En este estudio los valores de

AE muestran la diferencia que existe entre los colores del fruto con recubrimiento y el fruto sin

recubrimiento durante los 14 dias de almacenamiento, valores bajos entre 2 y 3.5 son valores ya

perceptibles como colores distintos.

En la figura 44 se observa que al cuarto dia se present6 una mayor diferencia en los tonos, con un valor

de AE de 14.3. Lo cual indica que el recubrimiento retrasé el proceso de maduracion, ya que los frutos

con recubrimiento conservaron el tono verde por mayor tiempo, mientras los frutos sin recubrimiento

tomaron colores oscuros (negro) propios de un fruto maduro. El dia 14 de almacenamiento presentd

menos diferencia, ya que ambos frutos se encontraban en un estado avanzado de madurez observando un

color negro-pUrpura caracteristico de un aguacate maduro.
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Figura 44. Valores de Delta E en aguacate Hass sin y con recubrimiento de quitosan mejorado al 1%

durante 14 dias de almacenamiento.
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3.5.2 Quimicas

3.5.2.1 Contenido de aceite

El analisis estadistico indica que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre el contenido de aceite
de los frutos sin recubrimiento y los frutos con recubrimiento de quitosan mejorado al 1%. Los valores
de contenido de aceite fueron aumentando tanto para los frutos sin recubrimiento como para los frutos
recubiertos con quitosan modificado durante el periodo de almacenamiento. Los frutos sin recubrimiento
partieron de un contenido inicial de 13% y alcanz6 un total de 22.81% de aceite en el dia 11 de
almacenamiento, mientras que los frutos recubiertos iniciaron con 13% de contenido de aceite y al

finalizar la prueba, en el dia 14 obtuvo un 17.98%.

De acuerdo con Yahia y Woolf, (2011) el fruto de diferentes cultivares de aguacate varia en contenido
de aceite, de menos del 5% al 30%, por lo que los datos coinciden con lo reportado por estos autores ya

que se obtuvieron valores de contenido de aceite de 13% a 22% figura 45.
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Figura 45. Contenido de aceite de los frutos sin recubrimiento y con recubrimiento de quitosan

mejorado al 1% durante 14 dias de almacenamiento.
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Ceballos P. & Montoya B., (2013) mencionan que el contenido de grasa aumenta durante el crecimiento
del fruto y durante el proceso de maduracion, utilizandose como indicador para determinar el estado de

madurez de la fruta y su calidad en general.

Teniendo en cuenta lo anterior, para ambos tratamientos se present6 un aumento del contenido de aceite
conforme al tiempo, pero fue mayor en los frutos sin recubrimiento lo que indica un mayor avance en el

proceso de maduracién y en menor tiempo en comparacion con los frutos recubiertos.

Es importante mencionar que después de la maduracién, pueden ocurrir valores superiores al 20% por lo
que se puede decir que los frutos no recubiertos a los 11 dias ya se encontraban maduros y con presencia
del hongo C. gloesporoides, mientras que lo recubiertos no presentaban dichos defectos.

Por otro lado el contenido de aceite como indicador de calidad, se puede observar que la aplicacion del
recubrimiento no afect6 a este parametro, y se mantuvieron valores aceptables dando asi una buena

calidad e indice de madurez comercial del fruto.

3.5.2.2 Contenido de humedad

El anélisis estadistico mostré que no existe diferencia significativa (p>0.05) en los valores de humedad

de los frutos sin recubrimiento y los frutos con quitosan mejorado (1%).

Los valores de humedad fueron disminuyendo conforme al tiempo, en el segundo dia de
almacenamiento se observa un cambio mayor, los frutos recubiertos presentaron una humedad de 63.9%

mientras que los frutos sin recubrimientos 55.4% figura 46.

La pérdida de humedad aument6 a 10g/100g en los frutos no recubiertos y a 8.65g/100g en los frutos
con recubrimiento a los 14 dias de almacenamiento, esta pérdida de humedad se atribuye a la

transferencia de vapor de agua del interior de los frutos al exterior.

El recubrimiento formé una barrera semipermeable, la temperatura y humedad relativa fueron factores

importantes en la pérdida de humedad ya que las condiciones almacenamiento fueron a 25 °C y 45%
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HR, la pelicula. Estos factores fueron importantes en la tasa de transferencia de masa, donde la pelicula

permitié el intercambio de gases y la maduracién adecuada del fruto.
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Figura 46. Contenido de humedad de los frutos sin recubrimiento y con recubrimiento de quitosan
mejorado al 1% durante 14 dias de almacenamiento.

3.5.2.3 Actividad de agua (a,,)

Los resultados analisis estadistico no mostraron diferencia significativa (p>0.05) entre los valores de a,,
obtenidos de los frutos sin recubrimiento y los frutos recubiertos con quitosan mejorado al 1%. Se

mantuvieron valores de a,, de 0.99 y 0.98 figura 47.

Los valores de actividad de agua no variaron durante el tiempo evaluado, lo que sugiere que la
aplicacion del recubrimiento no afecta al metabolismo del fruto y permite que exista agua libre para que

se lleven a cabo las reacciones quimicas y enzimaticas.
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Es importante tener en cuenta que la aplicacion del recubrimiento no disminuye de manera significativa

la actividad de agua, ni restringe indebidamente la migracién del agua ya que, los valores reducidos de

a,, pueden causar cambios que deterioren la estabilidad y la aceptabilidad del fruto desde la aplicacion

del recubrimiento.

Actividad de agua (aw)
1.04
1.02
1

2 098 M
0.96
0.94
0.92

0 5 10 15

Tiempo (Dias)

=4="Sin
recubrimiento

=@=—Con
recubrimiento

Figura 47. Actividad de agua de los frutos sin recubrimiento y con recubrimiento de quitosan mejorado

al 1% durante 14 dias de almacenamiento.
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En otra prueba se colocaron aguacates recubiertos con quitosan modificado al 1% en un refrigerador de
una puerta marca AMERICAN donde se mantuvieron a 4°C, donde se observo que la vida util se
extendio por mayor tiempo, estos frutos fueron analizados después de 2 meses de almacenamiento, al
abrir el aguacate este no mostrd presencia ni dafios causados por el hongo. EI mesocarpio se encontrd y

con colores verde-amarillo figura 48.

Figura 48. Aguacate recubierto con quitosan modificado 1% después de 60 dias de almacenamiento a

4°C.

Salvador Et al., (1999) utilizaron recubrimientos de quitosan en aguacates y mejoraron la vida de
almacenamiento del aguacate a 24 dias a 3-10 °C. Con el recubrimiento a base de quitosan mejorado al
1% se pudo extender por mayor tiempo la vida util del fruto hasta por 60 dias a 4 °C, por lo que es
factible el uso del recubrimiento junto con el empleo de bajas temperaturas y una humedad relativa alta

en un posterior proyecto.
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CONCLUSIONES



Con base en los resultados obtenidos de la presente investigacion se concluye lo siguiente:

En los estudios realizados In Vitro el quitosan modificado (1%) asi como los tratamientos a base de
quitosan modificado 1% Yy aceites esenciales de canela tomillo y clavo y la mezcla de ellos a
concentraciones de 200, 300, 400 y 500 ppm mostraron un efecto fungicida sobre el hongo

Colletotrichum gloeosporioides.

En la formulacion del recubrimiento se utilizé Unicamente el quitosan modificado al 1 % debido a su

actividad fungicida.

El recubrimiento a base de quitosan modificado (1%) mostré un efecto positivo al retardar maduracion
del fruto y el desarrollo y crecimiento del hongo causante de la antracnosis en el aguacate. El
recubrimiento duplico el tiempo de vida util de los frutos y conservo pardmetros de calidad como el
contenido de aceite, dureza y color.

La aplicacion del recubrimiento de quitosan modificado al 1% disminuy6 el porcentaje de pérdida de

peso en comparacion con los frutos sin recubrimiento.

En el parametro de dureza, el recubrimiento con quitosan modificado disminuyd el porcentaje de
pérdida firmeza, mostrando un pérdida del 4% para los frutos no recubiertos y de 2.30% para los frutos

recubiertos.

En los parametros de color L*, a*, b* croma y tono, el recubrimiento conservo el brillo y el color verde
en el exocarpio de los frutos por mayor tiempo retardando la maduracion y el cambio de color a tonos

purpura-negro.

En la prueba de actividad de agua (a,,) la aplicacion del recubrimiento conservo la presencia de agua

libre para que se llevaran a cabo las reacciones quimicas y enzimaticas.

El contenido de aceite fue aumentando conforme el tiempo de almacenamiento, el recubrimiento
contribuyé en el adecuado proceso de madurez del aguacate, se obtuvieron valores de contenido de

aceite de 22.81% para los frutos no recubiertos y de 17.98% para los recubiertos con quitosan.
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El contenido de humedad no presentd diferencias significativas, los valores fueron disminuyendo
conforme al tiempo tanto para los frutos sin recubrimiento como para los frutos recubiertos donde la

pelicula permitio el intercambio de gases y la maduracion adecuada del fruto.
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