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RESUMEN

En la presente investigacion se determind el efecto antifingico del aceite esencial de
Tagetes lucida (Santa Maria), obtenido de la parte aérea (tallo, hojas y flores) por el
meétodo de hidrodestilacion, el que fue analizado por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). La actividad antifingica in vitro fue determinada como
porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento de micelio de Botrytis cinerea, determinando
la concentracion minima inhibitoria 100% (CMI 100%) aplicando 0, 0.01, 0.025, 0.05,
0.075 y 0.1 pg/mL de aceite esencial/mL. Posteriormente se evalu6 el efecto de la CMI
100% sobre la mortalidad de las esporas de B. cinerea durante 7 dias de cultivo y en
ensayos in vivo sobre frutos de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupi) inoculados con
1x10° esporas/mL. En todos los ensayos se utilizo el etanol como vehiculo de dilucion,
que fue probado como control negativo y el fungicida comercial Tectog, (tiabendazol)
como control positivo. Con el andlisis de CG-EM se identificaron los compuestos
terpénicos [-pineno, B-trans-ocimeno, B-ocimeno, B-linalol, estragol, metil eugenol, -
cariofileno y B-cubebeno. El 75% del aceite esencial estd compuesto por los terpenos
estragol y metil eugenol con un contenido de 521.8 pg/mL y 464.6 pg/mL,
respectivamente. A los 7 dias del cultivo in vitro de B. cinerea, la concentracion de 0.05
pug/mL fue la mas baja que mostré el 100% de inhibicion sobre micelio de B. cinerea (CMI
100%), inhibi6 la germinacion de esporas y ejercié un 100% de mortalidad de éstas, y los
frutos inoculados no presentaron sintomas de la infeccion, almacenado tanto a 4 °C como
a 25 °C. Para determinar la concentracién Optima de quitosano como recubrimiento de
frutos de zarzamora Cv. Tupi, se midieron los valores de viscosidad, dureza y
deformacion de dureza en las biopeliculas en tres concentraciones (0.5, 1.0y 1.5%). Con
éstas, se determind también la dureza y porcentajes de deformacion, en frutos recubiertos
almacenados a temperatura ambiente (25 °C) y en refrigeracion (4 °C). Los resultados
mostraron que la biopelicula de quitosano en frutos recubiertos, retrasa la pérdida de
dureza de los frutos en ambas temperaturas. Ademas, se determind la concentracion
Optima para el recubrimiento de los frutos de zarzamora con quitosano (1.5%), con la que
se evalud la dureza y el porcentaje de deformacion segun dureza, adicionando la CMI
100% (0.05 pg/mL) del aceite esencial de Santa Maria. Los frutos recubiertos solo con el
aceite esencial mostraron los valores menores de durezay los mas altos de deformacion,
observando un claro ablandamiento en ellos. El adicionar la CMI 100% a los
recubrimientos de quitosano, disminuyé la dureza, pero se mantuvo la deformaciéon en
valores relativamente bajos, por lo que el quitosano adicionado con el aceite esencial de
T. lucida es una alternativa para mantener la vida de anaquel de los frutos de zarzamora y
conservar la firmeza de los frutos hasta por siete dias. El efecto inhibitorio in vivo de la
biopelicula de quitosano se demostré con la concentracion 6ptima (1.5%) adicionada con
la CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite esencial de T. lucida (Santa Maria) en los frutos de
zarzamora Cv. Tupi inoculados con B. cinerea, determinando un indice de severidad de 1,
sin observar el crecimiento de micelio y sintomas de la infeccion.

Palabras clave: Antifingico, Ensayos in vitro, ensayos in vivo, terpenos, pruebas
texturales.



ABSTRACT

In the present research the antifungal effect of the essential oil of the aerial part (stem,
leaves and flowers) of Tagetes lucida (Santa Maria), it was determinated by
hidrodistillation method, which was analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Antifungal activity in vitro was determined as a percentage of
inhibition on the mycelial growth of Botrytis cinerea, determining the minimum inhibitory
concentration 100% (MIC 100%) by applying 0, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075 to 0.1 pg/mL of
essential oil/mL. Subsequently the effect of the CMI 100% on the mortality of the spores of
B. cinerea was evaluated during 7 days and in vitro assays of blackberry fruits (Rubus
fruticosus Cv. Tupi) inoculated with 1x10° spores/mL. In all experiments ethanol was used
ethanol as vehicle of dilution, that was tested as control negative and the fungicide
commercial Tectog (thiabendazole) as control positive. GC-MS analysis identified the
terpene compounds [(-pinene, B-trans-ocimene, B-ocimene, B-linalool, estragole, methyl
eugenol and B-caryophyllene, 3-cubebene. The 75% of the essential oil is composed by
the terpenes estragole and methyl eugenol with a content of 521.8 pg/mL and 464.6
Hg/mL, respectively. At seven days after the in vitro culture of B. cinerea, the concentration
of 0.05 pg/mL was the lowest that showed 100% inhibition on mycelia of B. cinerea (CMI
100%), inhibited the spores germination and exerted a 100% mortality of these, and the
inoculated fruits did not shows symptoms of the infection, stored at 4 °C and 25 °C. To
determine the optimal concentration of chitosan as coating of blackberry fruits, viscosity,
hardness and deformation of hardness were measure in the biofims in three
concentrations (0.5, 1.0 and 1.5%). With these, also determined the hardness and
percentages of deformation, on coated fruits stored at room temperature (25 °C) and
cooling (4 °C). The results showed that the chitosan biofilm in fruits coated, delays the loss
of hardness to both temperatures. Also, the optimal concentration was determined for the
coating of blackberry fruits with chitosan (1.5%), with which was analyzed the hardness
and the percentage of deformation according to hardness, adding the MIC 100% (0.05
pg/mL) of the essential oil of Santa Maria. Those fruits coated only with the essential olil
showed lower values of hardness and higher deformation, noting a clear softening in them.
Add the MIC 100% of essential oil of T. lucida to chitosan coatings, the hardness declined,
but remained values relatively low of deformation, so the added chitosan with essential oil
of T. lucida is an alternative to maintain the shelf life of the blackberry frutis and retain the
firmness of the fruits up to seven days. Effect inhibiting of the biofilm of chitosan was
demonstrated in vivo with the optimum concentration (1.5%) added with the MIC 100%
(0.05 pg/mL) of essential oil of T. lucida (Santa Maria) in fruits of blackberry Cv. Tupi
inoculated with B. cinerea, determining an index of severity of 1, no growth of mycelia and
symptoms of infection were observed.

Key words: Antifungal, in vitro assays, in vivo assays, terpenes, textural test.



1. INTRODUCCION GENERAL

Entre los polisacaridos utilizados en la formulacién de recubrimientos comestibles,
el quitosano es uno de los mas seleccionados, debido a sus caracteristicas de
maleabilidad, biocompatibilidad, no toxicidad y a sus propiedades antimicrobianas
(Raafat et al.,, 2008). Ademas de ser un polimero biodegradable, es un material
gue puede ser generado de desechos de Ila industria de mariscos,
especificamente del exoesqueleto de crustaceos, al ser un derivado de la quitina
obtenido por reacciones de desacetilacion en presencia de una base alcalina
(Fernandez-Saiz et al., 2009).

El quitosano es utilizado en diversas areas tales como las ciencias de los
alimentos, la purificacién del agua, la industria de pulpa y papel, farmacia y la
medicina (Beverlya et al., 2008; Mathew y Abraham, 2008; Santos et al., 2009). En
la industria alimentaria se utiliza principalmente por sus propiedades para formar
peliculas, las cuales funcionan como una barrera estructural semipermeable al
CO,, Oy y agua, cuando se aplica a diversos frutos. Por la biocompatibilidad que
presentan las biopeliculas de quitosano con diversas moléculas, es utilizado para
incorporar compuestos hidrofébicos como son los aceites esenciales de plantas
(Liny Zhao, 2007; L6épez-Mata et al., 2012).

Las biopeliculas de quitosano se han empleado para cubrir y conservar frutas y
verduras como fresas (Herndndez-Mufioz et al., 2008), mangos (Srinivasa et al.,
2002), manzanas (Assis y Pessoa, 2004), lechuga (Devliieghere et al., 2004) y
zanahorias (Cheah et al., 1997), entre otros. Con ellas se ha conseguido controlar
pudriciones y mejorar la calidad de los mismos, utilizando un amplio rango de

concentraciones de la molécula (Deviieghere et al., 2004).

Los aceites esenciales son liquidos oleosos, hidrofébicos, aroméaticos y volatiles
constituidos por una mezcla compleja de compuestos, principalmente terpenos y

alcoholes fendlicos que han sido reportados como inhibidores de hongos



poscosecha como Botrytis cinerea en condiciones in vitro (Tripathi y Dubey, 2004).
Una de las caracteristicas importantes en la industria alimentaria, es que la adicion
de este tipo de aceites mejora la actividad antimicrobiana de las peliculas de

quitosano (Hosseini et al., 2008).

El aceite esencial de Tagetes lucida (Santa Maria) posee propiedades
antimicrobianas y antioxidantes, con un potencial alto como conservador natural
en la industria alimentaria y es considerado GRAS (Generalmente Reconocidas
como Seguras) (Sacchetti et al.,, 2005), por lo que su uso cumple con las
exigencias de seguridad que demandan los consumidores por la incorporacion de

productos naturales en los alimentos.

La biocompatibilidad del quitosano con el aceite esencial de Santa Maria, podria
ser explotada para mejorar las caracteristicas de barrera antimicrobiana, al
aplicarse en frutos de zarzamora, con la finalidad de preservar su calidad
nutrimental y evitar su deterioro microbiolégico. Los frutos de zarzamora son no
climatéricos, por lo que deben ser siempre cosechados en la etapa de maduracion
de consumo, caracteristica que le da una vida de anaquel muy corta y la
necesidad de un manejo adecuado poscosecha, como de temperatura, para evitar
su deterioro (Zhao, 2007).

Debido a su alta cantidad de humedad y azlicares presentes en el fruto, éste
resulta susceptible al ataque de hongos. Dentro de las especies que mayormente
causan problemas estan Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea, siendo éste Ultimo
el que predomina causando dafios poscosecha, al ser un hongo altamente
resistente y dificil de controlar, principalmente por ser necrotrofico (Regnier et al.,
2008).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antifingico del aceite esencial
de Tagetes lucida adicionado a una biopelicula de quitosano, sobre Botrytis

cinerea en frutos de zarzamora.



2. ANTECEDENTES

2.1. ZARZAMORA (Rubus fruticosus)

La zarzamora (Rubus sp) pertenece al grupo de las “berries” o frutillas de la familia
Rosaceae, que crecen en regiones con inviernos moderados y largos veranos.
Son arbustos espinosos que alcanzan una altura entre 150 a 200 cm que se
clasifican de acuerdo a la arquitectura del tallo en erecto, semi-erecto y rastrero,
de follaje color verde claro que al madurar se torna oscuro y las flores pueden ser
blancas o rosadas. Presentan frutos pequefios agregados que consisten de varias
drupas llamados polidrupas, los cuales son de color negro cuando estan maduros
y tipicamente pesan de 3-12 g dependiendo del cultivar. Son de sabor dulce, no
climatéricos, generalmente bajos en calorias, una fuente de vitaminas y minerales
y Su consumo estd asociado en disminuir la incidencia de enfermedades crénicas
(incluyendo enfermedades del corazén y cancer) debido a su capacidad
antioxidante con un consumo anual per cépita de 0.5 kg. Se comercializan en
congelado, deshidratado, procesado y en fresco. Sin embargo, al ser un fruto
altamente perecedero se deben tener eficientes métodos de manejo poscosecha
durante el transporte y almacenamiento (Pérez-Barraza y Vazquez-Valdivia, 2004;
Zhao, 2007; Hancock, 2008; SIAP, 2016).

Existen numerosas especies y variedades de zarzamora que crecen en Su
mayoria silvestres, lo que dificulta su diferenciacion. Entre las especies mas
representativas estan la zarzamora comun, la zarza de los rastrojos, la zarzamora
enana y las llamadas moras Logan. Entre las diversas especies de zarzamoras
que dan fruto, la zarzamora comun o Rubus ulmifolius es la mas caracteristica y a
la que se hace referencia al hablar de esta planta. Sin embargo, la zarzamora
comercial proveniente de diversas cruzas es considerada como Rubus fruticosus.
La zarza de los rastrojos (Rubus caesius) da frutos de menor tamafio pero que
maduran antes que ésta otra. La zarzamora enana (Rubus chamaemorus) es una

especie que crece en Canada, norte de Gran Bretafia, Europa septentrional y
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Rusia artica. Esta planta produce pequefios frutos dorados que se usan en la
elaboracion de pudines y mermeladas. En tanto, la especie Rubus loganobaccus
produce frutos mas acidos que las zarzamoras conocidos como moras Logan, las
cuales se distribuyen en los Estados Unidos como fruto enlatado (Zhao, 2007;
Hancock, 2008).

2.1.1. Produccién de zarzamora

El establecimiento de la zarzamora con fines de explotacién comercial es muy
reciente en nuestro pais; ya que para 1985, de acuerdo a datos proporcionados
por Muratalla (1994) se tenia solo una hectarea de la variedad Logan en Tetela del
Volcan, Morelos. Para el afio de 1995, el pais contaba con una superficie de 380
Ha de las cuales Michoacan concentraba el 90%. En el Municipio de los Reyes
Michoacan, se inicié la explotacion comercial de zarzamora a partir de 1995,
estableciendo principalmente el cultivar Brazos, con la finalidad expresa de
obtener producciones de fruta con calidad de exportacion. Una gran parte de los
productores han sustituido este cultivar por el cultivar Tupi, que para el 2013 se
tenia una capacidad de cultivo de hasta 4,500 Ha en esta regién (Sistema-

Producto Zarzamora, 2013).

Ademas del cultivar Tupi, en México se siembran los -cultivares cheyene,
comanche, cherokee, shawnee, choctaw, brazos. Sin embargo, el cultivar tupi es
la que ha tenido mayor aceptacion, pues es una variedad altamente productiva,
con aproximadamente 5,800 y hasta 12 mil cajas de 2.2 kg/Ha (Ponce de Ledn-
Bolfeta, 2007).

La produccion mundial de zarzamora en sus diferentes cultivares se estimé de
154,603 ton en el 2005 (Strik et.al., 2006). La creciente demanda y el aumento de
las plantaciones en México, llevo a este cultivo en el 2015 a que nuestro pais fuera

el 5° productor mundial, con una produccion de zarzamora que alcanzo las



123,090.56 ton, siendo Michoacan el principal productor con 116,166.24 ton
(SIAP, 2016).

2.1.2. Problemas poscosecha

De los principales problemas poscosecha que presenta la zarzamora, se
encuentra la corta vida de anaquel, pues la FAO (1995) sefiala que tiene una vida
menor a 2 semanas, las variedades comerciales de 2 a 3 dias y que son frutos con
una humedad relativa de 90-95%, lo cual complica su traslado e inclusive su
almacenamiento. Otro grave problema que enfrenta es el ataque por las especies
de hongos B. cinerea y R. stolonifer, enfermedades poscosecha que Si no son
prevenidas o controladas a tiempo, la infeccion trae como consecuencia la pérdida
completa del fruto durante el almacenamiento, transporte y comercializacion
(UCDAVIS, 2015).

2.2. Botrytis cinerea Pers.: Fr.

Botrytis cinerea es la forma imperfecta o asexual del hongo Botryotinia fuckeliana
(de Bary) Whetz, pertenece a la division Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden
Helotiales y familia Sclerotiniaceae (Williamson et al., 2007). Se caracteriza por los
abundantes conidios (esporas asexuales) de forma oval en el extremo de
conidiéforos grises ramificados, ademas de producir esclerocios altamente
resistentes a condiciones ambientales extremas, que al tener las condiciones
Optimas germinan de nuevo (Phillips et al., 1987). Es un agente patdégeno, para
productos agricolas (alimentos) y de ornato (flores), que puede afectar su
almacenamiento, transporte y vida de anaquel, causando la enfermedad llamada

podredumbre o moho gris (Elad et al., 2007).

En la zarzamora, este hongo suele presentarse generalmente en condiciones de
alta humedad. La infeccidon proviene de esporas producidas en residuos de tallos

viejos, hojas caidas y frutos momificados, donde el hongo sobrevive como
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esclerocio. Las esporas se dispersan por el viento y se depositan en las partes
florales y frutos, si su superficie es humeda y se encuentran las condiciones
favorables (15 a 22 °C), la espora germina. El hongo puede infectar las partes
florales y permanecer latente (sin mostrar sintomas) en frutos verdesl sin
embargo, no quiere decir que no hayan sido infectados, pues la infeccion se va a
manifestar después de la cosecha. En los frutos se manifiesta con areas de color
café claro de consistencia suave que avanzan hasta cubrir todo el fruto,
posteriormente los frutos se cubren de un polvo gris y finalmente se momifican, lo
cual indica que el tejido ha sido invadido por los conidios (ICA, 2011; Rebollar
Alviter, 2011) (Figura 1).

Figura 1. Frutos de zarzamora infectados con Botrytis cinerea: A) Frutos en
campo; B) Frutos poscosecha.

2.2.1. Control de B. cinerea en el campo

Para el control de la enfermedad causada por B. cinerea en el cultivo de
zarzamora, se han utilizado buenas practicas de campo como medida de

prevencion entre las cuales estan: 1) preparacion del suelo, 2) utilizar material
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para siembra debidamente desinfestado, 3) establecer el cultivo en terrenos
fértiles y bien drenados, 4) distancias de siembra <3m entre plantas, 5) eliminar y
quemar fuera del lote partes de planta que presenten sintomas de la enfermedad y
6) fertilizacion basada en el analisis de suelo y realizarse en dosis y épocas
recomendadas. No obstante, el uso de fungicidas como control sigue siendo el
método mas utilizado, comunmente se usa el Pormarsol (Ditiocarbamato), Elvaron
(Triazol sistémico) y Frowncide (2,6-dinitroanilinas). Sin embargo, el uso excesivo

de éstos presenta desventajas como es la resistencia del patégeno a los
fungicidas y el riesgo para la inocuidad del producto (Elad et al., 2007; ICA, 2011).

2.2.2. Métodos de preservacion de alimentos

Para evitar el deterioro microbiolégico y bioquimico de los alimentos, se ha
recurrido a diversos métodos para su preservacion. La FAO (1995) clasificé a los
métodos para reducir el deterioro de los alimentos en: a) fisicos, b) quimicos y c)
bioquimicos. De éstos, existen diversos procedimientos para la preservacion de
frutas y hortalizas, algunos de ellos son: 1) almacenamiento en frio, 2)
congelamiento, 3) secado/deshidratacién, 4) concentrados, 5) preservacion con

azlcar, 6) pasteurizacion y 7) almacenamiento en fresco.

Este Ultimo es uno de los métodos cominmente utilizados poscosecha para frutas
y vegetales, del cual se encuentran: a) madurez de la cosecha, b) método de
cosecha, c) pre-enfriamiento, d) productos quimicos, e) transportacion con

ambiente controlado y f) recubrimientos (biopeliculas).

En los Ultimos afos, las biopeliculas estdn siendo estudiadas con fines de
aplicacion para preservar frutas y verduras, ya que presentan caracteristicas que

las hacen tener un gran potencial en la industria alimentaria.



2.3. BIOPELICULAS COMESTIBLES

Una pelicula en alimentos, se define como una capa delgada de un material
comestible colocado en un alimento como un revestimiento, cuyo propdsito es
mantener su calidad (Krochta y De Mulder-Johnston, 1997). Las ventajas de
utilizar biopeliculas son: 1) reduce la transferencia de humedad, 2) actian como
una barrera a los gases (O, CO,, etileno), 3) no son téxicas, 4) son de bajo costo,
5) evitan el crecimiento de microorganismos y 6) extienden la vida de anaquel
(Rodriguez et al., 2005; Elsabee y Abdou, 2013). De los componentes empleados
para la elaboracion de biopeliculas se encuentran los lipidos, proteinas y
polisacaridos (Fernandez-Pan y Maté-Caballero, 2011).

2.3.1. Biopeliculas de naturaleza lipidica

Son de naturaleza hidrofébica, se caracterizan por tener altas propiedades de
barrera de vapor de agua, ofrecen una buena barrera de humedad, reducen la
pérdida de agua y protegen contra oxidacién. Sin embargo, presentan
desventajals por poseer propiedades de barrera de oxigeno muy limitadas, su
caracteristica no polimérica limita su capacidad para formar recubrimientos
cohesivos, relativamente son inflexibles, y los &cidos grasos insaturados son
menos eficientes para controlar la transferencia de humedad debido a su alta
polaridad (Fernandez-Pan y Mate-Caballero, 2011; Cordeiro de Azeredo, 2012,

Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013; Ciolacu et al., 2014).

2.3.2. Biopeliculas de naturaleza proteica

Son de naturaleza hidrofiica y se derivan de diferentes fuentes animales y
vegetales, son excelentes barreras de oxigeno, por lo que ayudan a controlar el
intercambio de gases y proveen fuerza e integridad estructural. Sus desventajas
recaen principalmente en que la estructura puede ser modificada por temperatura

y presién, no son barreras efectivas contra el aroma y su funcionamiento depende
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del peso molecular, conformacion, propiedades eléctricas y estabilidad térmica. La
conformacion de la proteina se puede ver afectada por la densidad de carga y el
balance hidrofilico-hidrofébico (Fernandez-Pan y Mate-Caballero, 2011; Cordeiro
de Azeredo, 2012; Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013; Ciolacu et al.,
2014).

2.3.3. Biopeliculas formada por polisacaridos

Las biopeliculas de este tipo son recubrimientos transparentes y homogéneos,
mantienen el aroma, presentan Optimas propiedades mecanicas y debido a su
hidrofobicidad las peliculas de polisacaridos proveen una buena barrera al CO;, y
Oy, por lo tanto retardan la respiracion y la maduracion de los frutos. También
muestran algunas desventajas como: para mejorar sus propiedades mecanicas se
mezclan con biopolimeros o se adicionan materiales hidr6fobos (aceites, ceras);
estan limitadas por su solubilidad en agua y pobre barrera a la humedad y al vapor
de agua (Fernandez-Pan y Mate-Caballero, 2011; Cordeiro de Azeredo, 2012;
Vazquez-Briones y Guerrero-Beltran, 2013; Ciolacu et al., 2014).

No obstante, para determinar qué sustancia es la 6ptima para formar la biopelicula
dependera del objetivo deseado, de la naturaleza del producto y de la aplicacién
especifica (Quezada-Gallo, 2009). Ademas deben ser moléculas Generalmente
Reconocidas como Seguras (GRAS) ya que son consideradas como aditivos
(Krochta, 1997).

Para recubrir frutillas los recubrimientos de proteinas y lipidos generalmente no
son usados, ya que éstos deben ser transparentes y no deben interferir con el
aroma Yy el sabor del alimento que protegen, ademas deben ser faciles de aplicar
en capas uniformes y deben adherirse fuertemente al alimento, evitando que los

materiales circundantes interfieran (Zhao, 2007).



24. QUITOSANO

El quitosano es un biopolimero obtenido de la desacetilacion de la quitina en un
medio alcalino (Figura 2) (El Ghaouth et al., 1992; Meng et al., 2008), la cual
proviene del exoesqueleto de crustaceos, insectos y de la pared celular de los
hongos. La quitina es el segundo biopolimero mas abundante sélo después de la
celulosa. El quitosano esta constituido por unidades de glucosamina (2-amino-2-
desoxi-D-glucosa) con uniones B (1-4) (Hernandez-Lauzardo, 2005; Elsabee y
Abdou, 2013).

co
)
CHg

QUITINA Desacetilacion QUITOSANO

Figura2. Obtencidén de quitosano por reaccion de desacetilacion de quitina en
un medio alcalino.

El quitosano tiene diversas aplicaciones en las areas de agricultura, farmacéutica,
tratamiento de aguas residuales e industria de alimentos. Siendo ésta Ultima
donde ha tomado mayor importancia, ya que se ha empleado desde hace afios
como recubrimiento de alimentos. Las ventajas de emplear este material como
recubrimiento son: su bajo costo, baja permeabilidad, es comestible,
biodegradable y presenta propiedades antifingicas y antibacterianas (Zivanovic et
al., 2015).

El potencial de uso del quitosano para la preparacion de biopeliculas, se debe a
sus propiedades como: baja permeabilidad, biodegradable, biocompatible, flexible,
durable, dificil de romper, disminuyen la tasa de respiracion del alimento e inhiben
el crecimiento de microorganismos. En tanto las desventajas de emplear este

biopolimero son: insolubilidad en agua, actividad antimicrobiana (relacionada al
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pH, a las especies de microorganismos, peso molecular y grado de
desacetilacion), soluble en acidos organicos y alta permeabilidad al vapor de agua
(Goy et al., 2009; Kong et al., 2010; Elsabee y Abdou, 2013).

2.4.1. Efecto antimicrobiano del quitosano

Diversos estudios mencionan tres posibles mecanismos que describen las
propiedades antimicrobianas del quitosano al ser utilizado como biopelicula
comestible (Goy et al., 2009; Kong et al., 2010; Martinez-Camacho et al., 2010):

1. Las cargas positivas presentes en la cadena polimérica del quitosano, debido
a su grupo amino, interactlan con las cargas negativas de los residuos de
las macromoléculas de las membranas de los microorganismos, interfiriendo
con el intercambio de nutrientes entre el interior y el exterior de la célula.
Ademas estas cargas compiten con el Ca* de las zonas electronegativas de
la membrana, causando la liberacion del material intracelular resultando en la

muerte celular.

2. Actia como agente quelante, uniéndose a los metales traza presentes en
las estructuras externas de los microorganismos causando la inhibicion del

crecimiento

3. El quitosano de bajo peso molecular es capaz de entrar al nicleo de la
célula, interactia con el ADN, interfiere con la sintesis del ARN afectando la
sintesis de proteinas e inhibiendo el mecanismo de accion de varias

enzimas.

11



2.4.2. Efecto antifungico del quitosano

Estudios preliminares han evaluado el efecto antifungico in vitro del quitosano, han
detectado que dicho efecto depende directamente de la concentracion utilizada. El
Ghaouth et al. (1992) mencionan que el quitosano produce un retraso de los
signos de infeccién de B. cinerea y Rhizopus stolonifer (Bautista-Bafios y Bravo-
Luna, 2004); inhibe la germinacion de esporas de Aspergillus niger en
concentraciones de 0.1% o 1% (w/v) (Sebti et al., 2005); inhibe el crecimiento de
Colletotrichum musae en un 100% a concentraciones de 0.75% o0 superiores
(Jinasena et al., 2011); y, a en una concentracion del 1%, el quitosano retrasa el

crecimiento del micelio de C. capsici (Ali et al., 2015) (Cuadro 1).

Con los resultados de estas y otras investigaciones recientes, se ha demostrado
que el efecto antifingico del quitosano en forma de recubrimiento en frutos, se
debe a la formacién de una cubierta en la superficie de los mismos, que actla
como una barrera mecanica para proteger al fruto de las infecciones causadas por
hongos (El Ghaouth et al., 1992; Meng et al., 2008).

La capacidad antifangica del quitosano se le ha atribuido a su caracter cationico,
debido a la interaccion de los grupos amino libres cargados positivamente en
medio acido con los residuos negativos de las macromoléculas expuestas de la
pared de los hongos, las cuales cambian la permeabilidad de la membrana
plasmética, provocando la alteracion de sus principales funciones (Léarez-
Velasquez, 2008; Quintero et al., 2010). Este mecanismo de accion puede causar
la inhibicion de la germinacion de esporas, elongacion del tubo de germinativo y
crecimiento de los hongos. Sin embargo, la efectividad de la accion del quitosano

sobre los hongos depende de la concentracion utilizada (Goy et al., 2009).
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Cuadro 1.

Efecto antifingico del quitosano en ensayos in vitro.

Concentracion

Especie de Hongo

Efecto

Referencia

10 mg/mL y
15 mg/mL

Botrytis cinerea
Rhizopus stolonifer

Signos de infeccion
aparecieron 5 dias
después

El Ghaouth et
al., 1992

Retraso el desarrollo

Bautista-Banos

1.0,15y2.0% R. stolonifer del honao y Bravo-Luna,
g 2004
Inhibicién del
. . crecimiento fungico al Sebti et al.
0.1 01% (W/ Aspergillus niger ’
6 (W) spergiius nig menos por 10 dias. 2005

Inhibicion de esporas

0.1 a 1% (wh)

Colletotrichum

La completa
inhibicion del
patdgeno se observo

Jinasena etal.,

musae . 2011
a concentraciones de
0.75% y superiores
Alos 7 dias de
) incubacion retraso el
Colletotrichum . .
05al1% crecimiento del Ali et al., 2015

capsici

micelio al 1% de
guitosano

2.4.3. Resistencia de B. cinerea al quitosano

A pesar de los intentos por recubrir los frutos, para evitar la infeccion por B.
cinerea, éste ha presentado resistencia a las biopeliculas de quitosano. Existen
estudios que sefalan no haber observado cambios en B. cinerea, lo cual indica
que el efecto del quitosano puede variar con el hongo (El Ghaouth et al., 1992); la
germinacion de esporas de B. cinerea fueron significativamente inhibidas solo
cuando las concentraciones del quitosano fueron mayores a 0.01% e inhibidas
completamente a 1% (Liu et al., 2007); las esporas de B. cinerea tuvieron un 50%
de germinaciéon con 1% de quitosano expuestas durante 1 min a 25 °C, ademas de
que mas del 60% de las esporas germinaron en medio PDA después de 1 min de

inmersion en 1% de quitosano (Xu et al., 2007), en tanto que Larez-Velasquez
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(2008) menciona que el quitosano no inhibe completamente la germinacion de B.

cinerea.

Debido a estos resultados, la biopelicula de quitosano puede ser reforzada con
compuestos antifingicos para potenciar el efecto, sobre todo con aquellos hongos

poscosecha que muestran resistencia a este biopolimero, como B. cinerea.

2.5. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son producidos por plantas aromaticas, pertenecientes a
diversas familias como: Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Hypericaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae,
Santalaceae, Zingiberaceae y Zygophyllaceae, entre otras (Baser y Demirci,
2007). Son una mezcla de compuestos volatiles (terpenos, alcoholes, ésteres,
aldehidos y compuesto fendlicos) que son biosintetizados por la planta en flores,
frutos, tallos, hojas y raiz; producto del metabolismo secundario vegetal vy
representan pequefias cantidades con respecto al peso total de la planta (Burt,
2004; Bakkali et al., 2008; Bassolé y Juliani, 2012).

Los aceites esenciales pueden ser obtenidos por diferentes métodos
(Tongnuanchan y Benjakul, 2014; Preedy, 2016), entre los que destacan por ser

los mas usuales:

Destilacion por arrastre de vapor. Método mas usado para la extraccion de
aceites esenciales. La muestra se coloca en agua en ebullicion o se calienta por
vapor. El calor aplicado es la principal causa del rompimiento de la célula vegetal y

como consecuencia, los compuestos aromaticos de la planta se liberan.

Hidrodestilacion. Es el método estandarizado para la extraccion de aceites
esenciales que a partir de material vegetal como tallos, hojas, madera o flores, se

aislan productos naturales no solubles en agua con alto punto de ebullicion. Este
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proceso consiste en la completa inmersion de la planta en agua hasta su
ebullicion. Este método protege a los aceites extraidos de cierta degradacion, ya

que el agua circundante actlia como una barrera para evitar que se sobrecaliente.

Hidrodifusién. Es un tipo de destilacion cuya diferencia estd en la manera de
entrada del vapor en el envase. Este método se utiliza cuando el material vegetal
ha sido secado y se dafa a la temperatura de ebullicién. Para éste método se
aplica vapor a la parte superior del material vegetal, mientras que el vapor se
introduce desde el fondo para el método de destilacion de vapor. Puede ser
operado a baja presion o vacio y reduce la temperatura del vapor a menos de
100°C. Es superior la destilacion de vapor porque utiliza menos tiempo de proceso

y un mayor rendimiento de aceite.

Extraccion con solventes. Se implementa para material vegetal como flores,
delicado y fragil, que no toleran el calor y la destilacion. Utilizan diversos
solventes. Generalmente, el solvente se mezcla con la planta y se somete a calor
para extraer los aceites esenciales para después filtrarlo. Posteriormente el filtrado
se concentra por la evaporacion del solvente. Sin embargo, los residuos de los

solventes que quedan en el producto final pueden ser toxicos para el ser humano.

Fluidos supercriticos. El material vegetal cortado en trozos pequerios, licuado o
molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través
de la muestra un fluido en estado supercritico (por ejemplo CO,). Las esencias
son asi solubilizadas y arrastradas mientras que el fluido supercritico, que actla
como solvente extractor, se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar
la presidn y temperatura ambiente. Finalmente se obtiene una esencia cuyo grado
de pureza depende de las condiciones de extraccidn. Este procedimiento presenta
varias ventajas: alto rendimiento, facil eliminacion del solvente (que ademas se
puede reciclar), no se alteran las propiedades quimicas de la esencia por las bajas

temperaturas utilizadas para su extraccion. Sin embargo el equipo requerido es

15



relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de

extraccion también resistentes a las altas presiones.

Extraccion por microondas. Es un método de rapida extraccion para plantas
aromaticas y semillas secas. Presenta la ventaja de presentar alta selectividad y
obtencion en corto tiempo. Es una combinacion de calentamiento con microondas
y destilacién en seco realizada a presién atmosférica sin ningan disolvente ni

agua.

Para determinar qué método emplear se debe considerar la parte de la planta de
la cual se realizara la extraccion y el uso del aceite esencial. Una inadecuada
extraccion influye en la calidad del aceite. Para la obtencion de un aceite esencial
considerado GRAS, los sistemas de extraccion utilizando vapor de agua, son los
mas aceptados por presentar un alto contenido de compuestos aromaticos
volatiles (terpenoides) y un minimo de compuestos fendlicos de mediano y alto

peso molecular, asi como otros compuestos no deseables.

2.5.1. Usos y propiedades

Se conocen cerca de 3,000 aceites esenciales, los cuales tienen uso cosmeético,
farmaceéutico, en perfumeria y en la industria de los alimentos (saborizantes,
fragancias en los alimentos) (Cuadro 2) (Brad, 2010). Esto se debe a sus
propiedades antibacteriales, insecticidas, antioxidantes y antifingicas. Al ser
utilizados como aditivos en los alimentos, la FDA los ha clasificado como GRAS
(Burt, 2004).

2.5.2. Aceites esenciales con actividad antifungica

Se han realizado estudios analizando la actividad antifingica de diversos aceites
esenciales y se han probado sobre diversos hongos poscosecha (Cuadro 3). Se

ha observado que los aceites esenciales con un alto contenido de compuestos
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terpénicos suelen ser efectivos para inhibir hasta un 100% a hongos. Como
ejemplo de esto, se ha demostrado el efecto antifingico del aceite esencial de
Cymbopogon citratus (té limén), que inhibe el crecimiento de Rhizopus stolonifer y
Aspergillus niger (Tzortakis y Economakis, 2007) o el aceite de Lippia scaberrima
(hierba dulce) que inhibe a Colletotrichum gloesporioides (Regnier et al., 2008).
Sin embargo, existen estudios que mencionan que para inhibir a B. cinerea se
requirieron altas concentraciones para alcanzar un 74.8% con aceite esencial de
orégano (Origanum compactum) (Bouchra et al., 2003) y un 100% de inhibicion
con aceites de clavo (Syzygium aromaticum) y mostaza (Brassica nigra) en fase

gaseosa (Aguilar-Gonzalez etal., 2015).

Cuadro 2. Usos de algunos aceites esenciales obtenidos de plantas en
diferentes industrias.

Aceite esencial (nhombre comun) Usos

Refrescos, dulces, fragancias,

Naranja (Citrus x sinensis) .
saborizantes

Pasta dental, goma de mascar, dulces,

Menta (Mentha arvensis) fragancias

Pasta dental, goma de mascar, dulces,

Menta (Mentha piperita) licor, tabaco, fragancias

Citronella (Cymbopogon nardus L.
Rendle)

Perfumes, articulos de tocador,
productos de limpieza del hogar

Limon (Citrus x limon)

Refrescos, dulces, fragancias,
productos de limpieza del hogar,
saborizante

Clavo (Syzygium aromaticum)

Condimentos, medicamentos, tabaco

Lavanda (Lavandula officinalis)

Perfumes, cosméticos, articulos de
tocador

Alcanfor (Cinnamomum camphora)

Medicamentos

Albahaca (Ocimum basilicum)

Condimentos, perfumes, alimentos
procesados, articulos de tocador

Cilantro (Coriandrum sativum)

Fragancias, condimentos, alimentos
procesados
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Cuadro 3.

Aceites esenciales con actividad antifungica.

Aceltg Concentracion Inhibicion Hongo Referencia
esencial (%)
500 ppm 100 Aspergillus niger .
Cymbopogon PP pRr?izo usg Tzortakis y
citratus (té 500 ppm 100 p Economakis,
o stolonifer
limén) — 2007
500 ppm 60 Botrytis cinerea
Origanum
compactum 50 ppm 74.8 B. cinerea
(orégano) Bouchra et
Thymus al., 2003
glandulosus 50 ppm 311 B. cinerea
(tomillo)
Lippia . .
. Colletotricum Regnier etal.,
scaberrima 2400 pL/L 100 loesporioides 92008
(hierba dulce) gloesp
Origanum 0.25 pL/L 98.5 A. niger
lgare . ,
vu,g 0.25puL/L 99.9 Aspergillus flavus Lima de
(orégano)
. Sousa et al.,
Rosmarinus 2013
officinalis 1pL/L 98.3 Aspergillus flavus
(romero)
Syzygium
. 92.56“Laceite
aromaticum eoncinLate 100 Aguilar-
(clavo) B. cinerea Gonzélez et
Brassica nigra| 15.42pLaceite 100 al. 2015
(mostaza) esencial/ L aire

2.5.3. Aceites esenciales adicionados a biopeliculas de quitosano

Debido a las propiedades que se les atribuyen a los aceites esenciales, son una
alternativa para ser adicionados a las biopeliculas de quitosano y potenciar su
efecto antimicrobiano, con fines de alargar la vida de anaquel de los frutos.
Debido a la naturaleza lipidica de los aceites esenciales, éstos reducen el vapor

de agua, la permeabilidad de las biopeliculas y actian como una barrera de
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oxigeno debido a la capacidad antioxidante de los aceites esenciales (Xing et al.,
2011; Atarés y Chiralt, 2015).

Se han realizado estudios en frutos recubiertos con biopeliculas de quitosano a los
cuales se les afadié un aceite esencial (Cuadro 4), y que han resultado efectivos
contra los microorganismos probados, ya que potencian la actividad antifiungica de
las biopeliculas. No obstante, mencionan que dependiendo del tipo de aceite
esencial empleado, cambian las propiedades organolépticas de los frutos y en

ciertas ocasiones provocan que sean poco atractivos para el consumidor.

Cuadro 4. Frutos recubiertos con biopeliculas de quitosano y aceites esenciales.

Composicion de | Microorganismo

Fruto . . . | Referencia
la biopelicula contra el que actua
Quitosano y aceite | Rhizopus Timoteo dos
Uvas esencial de | stolonifer/Aspergillus | Santos et al.,
orégano niger 2012
Aguacate Quitosano y aceite | Colletotrichum Bill et al., 2014

esencial de tomillo | gloesporioides

Quitosano y aceite | Aspergillus  niger/ | Dantas-Guerra et

Tomate cher : o
Y esencial de menta | Botrytis cinerea al., 2015

Quitosano y aceite Asperglllus mgeﬂB. Dantas-Guerra et
cinerea/ Penicillium

esencial de menta al., 2016
expansum

Uvas

2.6. Tagetes lucida Cav. (Santa Maria)

La especie Tagetes lucida Cav. es conocida comunmente como Santa Maria,
hierba de nubes, periquillo, hierbanis, yauhtli, cuahuayahuitli (nahuatl), mikua
(otomi). Es una planta herbacea anual perteneciente a la familia Asteraceae, de 80
cm de alto, con olor a anis al estrujarse, hojas todas opuestas, con numerosas
glandulas olefferas translicidas, cabezuelas solitarias 0 mas 0 menos cimoso-
corimbosas, de flores liguladas generalmente presentes, fértiles, de corolas
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amarillas u anaranjadas (Figura 3) (Rzedowski y Rzedowski, 2001; Catalogue of
Life, 2016).

En México, T. lucida se distribuye en zonas montafiosas, pastizales y bosques de
Quercus y de coniferas, a una altitud entre los 2250-2900 msnm hasta Centro
Ameérica (Céspedes et al., 2006; Catalogue of Life, 2016).

Figura3. Conjunto de flores de Santa Maria (Tagetes lucida Cav.) (Fotografia:

Cézarez-Chéavez D.).

2.6.1. Cultivo

Se han realizado estudios evaluando diversos métodos para obtener éxito en el
cultivo de T. lucida, con la finalidad de evitar la depredacion del medio silvestre.
Acosta de la Luz et al. (2010, 2011) mencionan que la multiplicacion de T. lucida
se debe efectuar mediante estacas de yemas terminales, obtenidas de ramas
jovenes de plantas madres pre-seleccionadas, logrando altos porcentajes de
estacas enraizadas y que pueden ser llevadas a cultivo bajo el sol, en lugares

preparados con tierra y materia organica bien descompuesta, manteniendo
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adecuados niveles de humedad, riegos frecuentes y ligeros. Determinando que el
momento Optimo para la cosecha de T. lucida fuese a los 6 meses de edad en

plantaciones de mayo y a los 5 meses de edad en junio.

2.6.2. Usosy composiciéon del aceite esencial de T. lucida

Los aceites esenciales del género Tagetes tienen propiedades nematicidas,
fungicidas, insecticidas, herbicidas y antioxidantes (Xu et al., 2012). Existen
reportes del uso de T. lucida con efecto antibacterial contra enfermedades
gastrointestinales (Castillo-Juarez et al., 2009), asi como antifingico (Céspedes et
al., 2006), insecticida (Vera et al., 2014) o antioxidante (Aquino et al., 2002). En
tanto, en la medicina tradicional se emplea para tratar trastornos digestivos,
dolores reumaticos, varices, resfriado, asma, contra ascaris o para el tratamiento
de malestares del sistema nervioso central debido a la actividad ansiolitica y
sedante (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009; Pérez-
Ortega et al., 2016).

La composicion quimica de un extracto hexanico de T. lucida indica como
compuestos mayoritarios al estragol y al metil eugenol y en menor concentracion a
mirceno, o-cimeno, B-linalol y acetato de geraniol (Fulgencio-Negrete, 2013). En

tanto, que un extracto metanolico contiene cumarinas (Céspedes et al., 2006).

Por lo que, debido a las propiedades antimicrobianas que posee, el uso del
aceite esencial de T. lucida resulta ser un candidato novedoso para ser
incorporado en una biopelicula de quitosano que se aplique a frutos de zarzamora

para el tratamiento contra B. cinerea.
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3. JUSTIFICACION

La aplicacion de biopeliculas es un método Util para la preservacion de alimentos y
es una alternativa para ampliar la vida de anaquel de diversos frutos. El quitosano
ha sido un excelente recubrimiento comestible de frutas y hortalizas, por sus
caracteristicas inocuas y por sus propiedades antifingicas. Sin embargo, se sabe
gue B. cinerea, el principal hongo que afecta en la etapa de poscosecha en
zarzamora, muestra resistencia a este tipo de biopeliculas. Es por ello, que la
adicion al quitosano del aceite esencial de Santa Maria (Tagetes lucida) para el
control del moho gris en fruto de zarzamora, se propone como un medio de

estudio para determinar el efecto antifngico.

22



4. HIPOTESIS

La adicion del aceite esencial de Tagetes lucida a una biopelicula de quitosano

potencializa la actividad antifingica sobre Botrytis cinerea en frutos de zarzamora.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antifingico del aceite esencial de Tagetes lucida en una

biopelicula de quitosano sobre Botrytis cinerea en frutos de zarzamora.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

ldentificar y cuantificar los componentes terpénicos del aceite

esencial de T. lucida obtenido por el método de hidrodestilacion.

Determinar el efecto antifingico y concentracién minima inhibitoria

del aceite esencial de T. lucida sobre B. cinerea.

Determinar la concentracion del quitosano para un Optimo
recubrimiento de frutos de zarzamora y evaluar las propiedades
fisicoquimicas y texturales de frutos recubiertos con la biopelicula de

guitosano y aceite esencial de T. lucida.
Evaluar el efecto antifingico de wuna pelicua de quitosano

adicionada con aceite esencial de T. lucida en frutos de zarzamora

inoculados con B. cinerea almacenados a diferentes temperaturas.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

COLECTA PARTE
AEREA SANTA
MARIA (Tagetes

lucida)

!

OBTENCION DEL
ACEITE ESENCIAL

(HIDRODESTILACION)

\ 4

ANALISIS POR
CG-EM

|

RECUBRIMIENTO
DE FRUTOS CON
QUITOSANO
(0.5, 1 y 1.5%)

!

SELECCIONAR EL

OPTIMO DE
RECUBRIMIENTO

!

PORCENTAJE I

EVALUACION DE
VISCOSIDAD Y DUREZA
EN SOLUCIONES
FORMADORAS DE
PELICULAS

-BIOENSAYOS in vitro (Micelio y

esporas de B. cinerea)
(0, 0.01 y 0.05ug/mL)
-OBTENCION DE CMI 100%

(0.01, 0.05, 0.075 y 0.1 pg/mL)
-BIOENSAYOS EN FRUTOS DE
ZARZAMORA INOCULADOS CON

B. cinerea (CMI 100%)

BIOENSAYOS EN
FRUTOS DE ZARZAMORA
RECUBIERTOS CON
QUITOSANO (% OPTIMO) Y
ACEITE ESENCIAL DE
SANTA MARIA (CMI 100%)
CON INOCULO DE
B. cinerea

EVALUACION DE
PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y
TEXTURALES DE

> FRUTOS DE
ZARZAMORA
RECUBIERTOS CON
QUITOSANO (%

OPTIMO) Y ACEITE
ESENCIAL DE SANTA

MARIA (CMI 100%), SIN

INOCULO
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/. RESULTADOS

7.1. Efecto antifungico del aceite esencial de Santa Maria
(Tagetes lucida) sobre Botrytis cinerea bajo condiciones in
vitro y en frutos de zarzamora.

Resumen

En la presente investigacion se determind el efecto antifungico del aceite esencial
de Tagetes lucida (Santa Maria), una planta aromética utilizada en la medicina
tradicional de México. El aceite esencial fue obtenido de la parte aérea (tallo, hojas
y flores) por el método de hidrodestilacion y fue analizado por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) para identificar y cuantificar
los compuestos mayoritarios. La actividad antifingica fue determinada como
porcentaje de inhibicidon sobre el crecimiento de micelio de Botrytis cinerea con el
método de difusion en placa, aplicando 0, 0.075 y 0.1 ug de aceite esencial/mL,
como una prueba de exploracion inicial inhibitoria, utilizando etanol como vehiculo
de dilucion, que fue probado como control negativo. El fungicida comercial Tectogo
(tiabendazol) fue utiizado como control positivo. La concentracion minima
inhibitoria 100% (CMI 100%) del aceite esencial sobre el crecimiento micelial de B.
cinerea, fue determinada con la aplicacién in vitro de diferentes concentraciones
(0, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075 y 0.1 pg/mL), para posteriormente evaluar el efecto de
la CMI 100% sobre la mortalidad de las esporas de B. cinerea durante 7 dias de
cultivo. La determinacion del efecto del aceite esencial de T. lucida sobre frutos de
zarzamora se realizé con la aplicacién de la CMI 100%, inoculados con 1 x 10°
esporas/mL, ensayando con frutos maduros sin inocular y con los tratamientos
control negativo y control positivo. Con el analisis de CG-EM se identificaron los
compuestos terpénicos mayoritarios: B-pineno, B-trans-ocimeno, B-ocimeno, [3-
linalol, estragol, metil eugenol, B-cariofileno y B-cubebeno. ElI 75% del aceite
esencial estd compuesto por los terpenos estragol y metil eugenol con un
contenido de 521.8 pg/mL y 464.6 pug/mL, respectivamente. A los 7 dias del cultivo
in vitro de B. cinerea, con 0.05, 0.075 y 0.1 pg/mL del aceite esencial de T. lucida,
se obtuvo un 100% de inhibicion del crecimiento de micelio. La concentracion de
0.05 pg/mL fue la mas baja que mostré el 100% de inhibicion sobre micelio de B.
cinerea (CMI 100%), la que no solamente inhibié la germinacion de esporas, sino
que ejercié un 100% de mortalidad de éstas. También con los ensayos realizados
sobre frutos de zarzamora, se confirmo el efecto antifingico del aceite esencial de
T. lucida, ya que los frutos inoculados y recubiertos con 0.05 pg/mL, no
presentaron sintomas de la infeccion después de 7 dias de incubacion, tanto a 4
°C como a 25 °C. Con estos resultados se confirma la inhibicion del aceite
esencial de Santa Maria sobre el crecimiento micelial de B. cinerea y un efecto
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letal sobre las esporas de este hongo. Es perspectiva de esta investigacion, utilizar
este aceite esencial como aditivo en una biopelicula de quitosano, para recubrir
frutos de zarzamora Yy evitar el desarrollo de hongos durante su vida de anaquel.

Palabras clave: Esporas, estragol, hongos, metil-eugenol, terpenos.

Abstract

In this research, was determined the antifungal effect of essential oil of Tagetes
lucida (Santa Maria), this is an aromatic plant used in traditional medicine in
Mexico. The essential oil was obtained from the aerial part (stem, leaves and
flowers) by the method of hydro-distillation and was analyzed by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) to identify and quantify
the major compounds. The activity antifungal was measured as percentage of
inhibition on the growth of mycelium of Botrytis cinerea using agar diffusion plate
method, applying 0, 0.075 and 0.1 pg of oil essential/mL, as an exploration assay
of initial inhibition, with ethanol as vehicle of dilution that was tested as control
negative. The commercial fungicide, Tectogp (thiabendazole) was used as positive
control. The concentration minimum inhibitory 100% (CMI 100%) of the oil
essential on the mycelium growth of B. cinerea, was determined with the
application in vitro of different concentrations (0, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075 and 0.1
pug/mL), for subsequently evaluate the effect of CMI 100% on the mortality of the
spores of B. cinerea during 7 days of culture. The effect of the essential oil of T.
lucida was determined on mature fruits of blackberry treated with the CMI 100%
and inoculated with 1 x 10° spores/mL, mature non-inoculated fruits and positive
control and negative control treatments were assayed. The major terpene
compound were identified by GC-MS analysis: B-pinene, B-trans-ocimene, [3-
ocimene, B-linalool, estragole, methyl-eugenol and [-caryophyllene, [-cubebene.
The 75% of the oil essential is composed by the terpenes estragole and methyl-
eugenol with a content of 521.8 pg/mL and 464.6 pg/mL, respectively. An inhibition
of 100% of the growth of mycelium was obtained with 0.075 and 0.1 pg/mL of T.
lucida essential oil, at seven days after the in vitro culture of B. cinerea. The
concentration of 0.05 pg/mL was the more low that showed the 100% of inhibition
on mycelia of B. cinerea (CMI 100%), which not only inhibited the germination of
spores, but it effected 100% mortality of these. Also with this assays realized on
fruits of blackberry, the effect antifungal of the oil essential of T. lucida was
confirmed, since those fruits inoculated and coated with 0.05 pg/mL, not presented
symptoms of the infection after 7 days of incubation, both to 4 °C as to 25 °C. With
these results we confirm the inhibition of the oil essential of Santa Maria on the
growth mycelia of B. cinerea and an effect lethal on the spores of this fungus. It is
perspective of this research, to use this essential oil as an additive in a biofilm of
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chitosan to coat blackberry fruit and avoid the development of fungi during its shelf
life.

Keywords: spores, estragole, fungi, methyl-eugenol, terpenes.

Introduccién

Los aceites esenciales de plantas aromaticas presentan metabolitos secundarios,
principalmente de tipo terpénico, con propiedades antifingicas que pueden ser
utilizados para el control de enfermedades provocadas por hongos fitopatdbgenos
(Fiori et al., 2000). Estos compuestos presentan una serie de ventajas con
respecto a los fungicidas sintéticos ya que son considerados como GRAS
(Sacchetti et al., 2005), debido a que muestran una baja toxicidad, menor
residualidad y una alta selectividad, por lo que son candidatos potenciales para su

aplicacion en alimentos (Singh et al., 2004).

El mecanismo de accion de estos compuestos se basa en la capacidad que tienen
para interactuar con el citoplasma del patégeno y su efecto esta estrechamente
relacionado con la solubilidad, por la composicion de los aceites esenciales de
cada planta, a la configuracion estructural de cada compuesto, a Sus grupos
funcionales y a la posible interaccién sinérgica entre sus componentes (Dorman y
Deans, 2000; Ronquillo, 2007). La hidrofobicidad de los terpenos les permite
incorporarse a los lipidos de membrana de los microorganismos patdgenos,
ocasionando trastornos en su estructura y permeabilidad, dando lugar a la fuga de

iones y otros compuestos (Bosquez-Molina et al., 2009).

La actividad antifungica de diversos aceites esenciales se debe al contenido de
monoterpenos como el timol y el eugenol, que se han encontrado en plantas como
tomillo (Thymus vulgaris), orégano (Origanum vulgare) y clavo (Eugenia
caryophyllata). También se ha demostrado el efecto antifingico de compuestos
terpénicos del aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale) y de tradescantia

(Tradescantia spathacea), que inhiben el crecimiento tanto in vitro como en campo
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de hongos como Colletrotrichum gloeosporioides, C. acutatum y C.
lindemuthianum, que causan la enfermedad de la antracnosis en gran nimero de
plantas (Bertelli et al., 2003; Nguefack et al., 2004; Sahin et al., 2004).

El efecto antifingico de T. lucida ha sido reportado sobre Aspergillus niger,
Penicillium notatum, Fusarium moniliforme, Fusarium sporotrichum, Rhizoctonia
solani y Trichophyton mentagrophytes, pero principalmente por el contenido de
cumarinas en extractos metandlicos (Céspedes et al., 2006). Recientemente,
Fulgencio-Negrete (2013) mostré la efectividad del aceite esencial de esta planta,
obtenido por extraccién hexanica, sobre los hongos fitopatégenos B. cinerea y C.
acutatum; determiné como responsable de esta actividad al compuesto terpénico
metil-eugenol. Esta planta cominmente es conocida como Santa Maria o tarragén
mexicano, perteneciente a la familia Asteraceae y es muy importante por sus
propiedades terapéuticas, en algunas regiones es consumida en ensaladas
(Céspedes et al., 2006).

Por el interés de determinar la efectividad del aceite esencial de T. lucida sobre B.
cinerea, un hongo fitopatbgeno de zarzamora (Rubus fruticosus), se plante6
evaluar sus propiedades antifungicas, realizando bioensayos in vitro y su
aplicacion en frutos maduros de zarzamora, asi como identificar y cuantificar sus

componentes.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Plantas.- Se colectaron ejemplares silvestres en floracion de Santa Maria

(Tagetes lucida Cav.) en el periodo entre agosto y septiembre de 2015, en la
Tenencia Morelos del municipio de Morelia, Michoacan, México (19°38°43"" Norte,
101°14°13" Oeste).
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Botrytis cinerea.- La cepa utilizada para el presente trabajo pertenece al cepario
del laboratorio de Ecologia Microbiana del Instituto de Investigaciones Quimico
Biolégicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, donada por
el Dr. Eduardo Valencia Cantero. La cepa se mantuvo en un medio de cultivo PDA
(papa dextrosa-agar) en camara de crecimiento (24 °C, fotoperiodo de 16 de luz,
200 pmol/m®s y 60% de humedad). Las transferencias a medio fresco se

realizaron cada 21 dias.

Frutos.- Los frutos fueron colectados en un huerto en la localidad de Ziracuaretiro,

en etapa de madurez de consumo.

Método de extraccion del aceite esencial

Se colectdé la parte aérea (tallos, hojas y flores) de la planta de Santa Maria,
durante los meses de agosto y septiembre del 2015. Por cada 200 g de muestra
(peso fresco), se afadieron 2 L de agua y se sometié a ebullicién por 12 hy por
medio de hidrodestilacion se obtuvo el aceite esencial. Este fue recuperado en un
matraz colocado en hielo. Después de diferentes hidrodestilaciones, las muestras
de aceite fueron separadas del agua de evaporacion mediante un embudo de

separacion. El aceite recuperado fue almacenado en refrigeracién hasta su uso.

Para determinar el rendimiento del aceite esencial se utiliz6 la siguiente férmula:

% de rendimiento= % x 100

Dénde: Mi;=masa final de aceite esencial M= masa inicial de parte aérea de

la planta
Analisis y cuantificaciéon de terpenos del aceite esencial de T. lucida

La identificacion y cuantificacion de los compuestos terpénicos se llevd a cabo por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), método
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reportado por Torres-Martinez et al. (2013). Se inyectd 1 yL de muestra en un
cromatdgrafo de gases Agilent Technologies (7 890A) equipado con un detector
de masas (Agilent 5 975C), que operod utilizando helio como gas acarreador, con
un fluo de 1 mL min-1, con inyeccidn dividida (split 50:1), a una temperatura de
250 °C en una columna capilar no polar HP 5MS (30 m x 0.25 mm 1I.D. x 0.25um
Film), con las siguientes condiciones: temperatura inicial de 50 °C, seguida por
una rampa de 5 °C min-1 para alcanzar 280 °C por 1 min, otra rampa de 25 °C
min-1 para llegar a 380 °C, hasta 3 min. El tiempo de corrida fue de 50 min. El
espectrometro de masas funcion6 a una velocidad de flujo de 1 mL/min, con un
voltaje de ionizacién a 70 eV, a una temperatura de la interfase de 250 °C, en

modo SCAN Y en un intervalo de masas de 50 - 500 m z-1.

Ensayos in vitro por el método de difusion en placa

En el centro de cajas de Petri con medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA, Bioxon®), se
colocd6 un segmento de 0.25 cm? de micelio del B. cinerea, aplicando
posteriormente 50 pL del aceite esencial de cada una de las concentraciones
probadas. Inicialmente se determiné el efecto inhibitorio del aceite esencial de
Santa Maria, aplicando 0, 0.075 y 0.1 pg/mL, utiizando como vehiculo de
disolucion a etanol absoluto, que fue usado como el tratamiento control negativo.
Como control positivo se utiliz6 5 mg/mL de Tectogy® (tiabendazol). Las placas
fueron incubadas a 22 °C durante 7 dias para determinar el porcentaje de
inhibicién (%) tomando en cuenta al control negativo como el 100% de crecimiento
(crecimiento completo en placa de 6 cm de diametro) que correspondié a una
inhibicion del 0%. Cada experimento se realiz6 por triplicado (método adaptado de

Fulgencio-Negrete, 2013).

Obtencidén de la concentracion minima inhibitoria

Con el método de difusién en placa siguiendo las condiciones arriba mencionadas,

se probaron diferentes concentraciones del aceite esencial de Santa Maria (O,
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0.01, 0.025, 0.05, 0.075 y 0.1 pg/mL), para determinar la concentracion minima
inhibitoria del 100% del crecimiento de micelio de B. cinerea (CMI 100%), a los 7

dias del cultivo.

Efecto antifungico del aceite esencial de Santa Maria sobre esporas de
B. cinerea

Las esporas fueron obtenidas de cultivos de 10 dias de B. cinerea, en medio PDA,
adicionando 5 mL de agua estéril por caja Petri y recuperando las esporas
después de un ligero raspado con un asa bacterioldgica sobre el micelio con
esporas. De esta solucién de esporas se preparé una concentracion de 1x10°

esporas/mL, previo el conteo en cAmara de Neubauer (Rodriguez et al., 2005).

Con el método adaptado reportado por Lima de Sousa et al., 2013, el ensayo
antifangico se realizé6 en tubos Eppendorf de 1 mL, adicionando 50 pL de 1x10°
esporas/mL de B. cinerea en 50 pL de medio de cultivo liquido de Papa-Dextrosa
(PD), y 10 uL de cada tratamiento: Control negativo, Etanol absoluto; Tectogo (5
mg/mL); y CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite esencial de T. lucida. Se incubaron a
25 °C y se observaron al microscopio durante 7 dias (1, 3 y 7 dias). Para
determinar el porcentaje (%) de mortalidad se utilizo el método de tincién por
exclusion con el colorante azul de tripano (0.1%), contando 100 esporas por cada
tratamiento (Strober, 2001). Las imagenes de las esporas fueron tomadas en un

microscopio optico Zeiss a 40 x.

Ensayos en frutos de zarzamora inoculados con esporas de B. cinerea

Se utilizaron frutos de zarzamora colectados en estado de madurez de consumo.
Estos fueron sometidos a un proceso de asepsia superficial que consistio en
enjuagarlos con agua estéril por 5 min, sin aplicacién de agentes desinfectantes.
La inoculacién con B. cinerea se realizO mediante inmersion por 2 min en una

solucién de esporas a una concentracion de 1 x 10° esporas/mL.
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Posteriormente, los frutos inoculados fueron colocados sobre papel secante en la
campana de flujo laminar por 5 min para eliminar el exceso de agua. Los frutos
fueron sometidos por inmersién en diferentes tratamientos: Control (sin nada),
Control negativo (Etanol), Control positivo (Tectogp) Y la aplicacion de la CMI 100%
(0.05 pg/mL), del aceite esencial de T. lucida. Estos mismos tratamientos fueron
aplicados a frutos sin inoculacion con esporas de B. cinerea. Para su incubacion,
los frutos fueron colocados de forma individual en una charola con divisiones, para
evitar el contacto entre ellos. Se probaron dos temperaturas de incubacion, a 4 °C
(refrigeracién) y a 25 °C (Fraire et al., 2003).

Medicién del indice de severidad en frutos inoculados

Con el fin de estimar el grado de infeccién en frutos de zarzamora, ocasionado por
inoculacién de esporas de B. cinerea, se utilizé un indice de severidad adaptado
de Romanazzi et al. (2013) basado en el crecimiento de micelio que va del 1 al 5,
correspondiendo del 0% (sin aparicion de micelio) al 100% (recubrimiento
completo del fruto del micelio), respectivamente. En el Cuadro 5 se indican los
indices establecidos segun el porcentaje de crecimiento del micelio sobre el fruto

de zarzamora.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), utilizando la
prueba de diferenciacion de medias de TUKEY (p<0.05), analizando una n=6
(Minitab 16). Para realizar la prueba de ANOVA, los datos en porcentajes se
transformaron con la formula siguiente (Steel y Torrie, 1980), donde X es el valor

en porcentaje a transformar:

|/ X+0.5
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Cuadro 5. indice de severidad en unidades arbitrarias (1-5) para medir el grado
de infeccion en frutos de zarzamora por B. cinerea (adaptado de

Romanazzi etal., 2013).

T Porcentaje de
Indice de o S o
. crecimiento de micelio Caracteristicas
severidad
en el fruto
1 0% Sin apariciéon de micelio
—— — -
2 >0-24% Crecimiento de micelio en menos del 25% del
fruto
— — -
3 25500 Crecimiento de micelio entre el 25y 50% del
fruto
— —— .
4 50-75% Crecimiento de micelio entre el 50y 75% del
fruto
— — -
5 75-100% Crecimiento de mlcelfl:ztintre el 75y 100% del

Resultados y discusion

La obtencién del aceite esencial de Santa Maria por el método de hidrodestilacion
presentd un rendimiento de 0.41%, por lo que fue necesario someter a extraccion
una cantidad de 1.2 kg de parte aérea de la planta hasta obtener 5 mL de aceite,

que fue utilizado en toda la fase experimental.

El aceite esencial de T. lucida fue analizado por CG-EM para la identificacion y
cuantificacion de los compuestos terpénicos mayoritarios. La identificacion se
obtuvo por la comparacién de los espectros de masas de cada compuesto y
fueron cuantificados por relacién directa con el estandar interno Tetradecano
(Sigma Aldrich®). En la Figura 4 se muestra el cromatograma del aceite esencial
de T. lucida en el que se observan 7 picos correspondientes de los terpenos

siguientes: [B-pineno, [-trans-ocimeno, B-ocimeno, pB-linalol, estragol, metil
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eugenol, B-cariofileno y B-cubebeno. Las concentraciones de estos compuestos
estan expresadas en pg/mL del aceite esencial (Cuadro 6). El 75% del aceite
esencial estd compuesto por los terpenos estragol y metil eugenol con un
contenido de 521.8 ug/mL y 464.6 pg/mL, respectivamente. Estos son
mayormente los responsables del efecto antifingico, de acuerdo a lo reportado por
Fulgencio-Negrete (2013). La concentracion de dichos compuestos del aceite
esencial de T. lucida obtenido por el método de hidrodestilacion, es mas del doble
gue el extracto hexanico, ya que en el extracto hexanico se reportaron 182 pg/mL
y 208 pg/mL, para estragol y metil eugenol, respectivamente. Con estos resultados
se demuestra que el aceite esencial obtenido en esta investigacion presenta un
mayor contenido de sus compuestos mayoritarios, indicativo de un posible mayor

efecto antifungico.

14.78
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22.63
21.00
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Figura 4.Cromatograma del aceite esencial de Tagetes lucida: B-pineno (8.37), B-
trans-ocimeno (9.67), B-ocimeno (10.02), B-linalol (11.56), estragol
(14.78), metil eugenol (20.68), B-cariofileno (21.00), B-cubebeno (22.63).
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Con la determinacion del efecto antifingico del aceite esencial de T. lucida
mediante los ensayos in vitro, se observo una alta inhibicion sobre el crecimiento
de micelio de B. cinerea, ejerciendo un 100% de inhibicion con las
concentraciones de 0.075 y 0.1 pg/mL. El crecimiento del hongo fue del 100%
presentando 6 cm de diametro cuando no se le aplicé ningun tratamiento y no fue
afectado al incubarse con el vehiculo de disolucion (etanol absoluto), el fungicida

comercial Tectogo (control positivo) mostré un 100% de inhibicion.

Cuadro 6.Contenido (ug/mL) de los compuestos mayoritarios del aceite esencial

de Tagetes lucida.

Abundancia < Concentracion
COMPUESTO Tr (%) Area (ug/mL)

B-PINENO 8.37 12 46456956 9.7
B-TRANS-OCIMENE 9.67 0.5 1557786 0.5
B-CIS-OCIMENO 10.02 10 27540868 5.8

B-LINALOL 11.56 6 11928288 35.24

ESTRAGOL 14.78 35 153167763 521.8

METIL EUGENOL 20.68 30 147386151 464.6
B-CARIOFILENO 21.00 2 4451265 1.8
B-CUBEBENO 22.63 3 6451289 2.2

Estos resultados demuestran la alta capacidad antifingica de este aceite esencial
en las concentraciones probadas (Figura 5). Este efecto se muestra en la Figura 6,
en la que se aprecia el crecimiento uniforme en el medio de cultivo PDA sin
tratamiento alguno (Figura 6A) y con la aplicacion de etanol (Figura 6B); la
inhibicion total (100%) con 0.075 y 0.1 pg/mL del aceite esencial de Santa Maria
(Figuras 6C y 6D, respectivamente); y, la inhibicion ejercida con Tectogy (Figura
6E).
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Figura 5. Porcentajes de inhibicién sobre el crecimiento de micelio in vitro de B.
cinerea con diferentes concentraciones del aceite esencial de T. lucida,
a los 7 dias de cultivo. Letras diferentes indican diferencia significativa
(Tukey p<0.05, n=6).

Figura 6. Determinacién de porcentajes de inhibicién del aceite esencial de T.
lucida en ensayos in vitro por difusion de placa, a los 7 dias de cultivo
de B. cinerea: 1) Control; 2) Control negativo (Etanol); 3) 0.075 pg/mL
de aceite; 4) 0.1 pg/mL de aceite; 5) Tectogo (5 mg/mL).

Posteriormente se determiné la concentracion minima inhibitoria del aceite
esencial de Santa Maria con una actividad del 100% de inhibicion (CMI 100%)
sobre el crecimiento de micelio de B. cinerea, encontrando que este porcentaje de

inhibicion se mantuvo aun a la concentracion de 0.05 pg/mL de aceite. En
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concentraciones mas bajas, el porcentaje de inhibicion fue dependiente de la
concentracion, observandose que a 0.025 y 0.01 pg/mL, hubo una inhibicidn
solamente del 52.33 y 34.33%, respectivamente. No hubo diferencias significativas
entre los tratamientos de 0.05, 0.075 y 0.1 pg/mL con el fungicida comercial
Tectogp, Sin embargo, se observé una alta diferencia significativa con 0.01 y 0.025
pug/mL y el control negativo (Figura 7).
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d
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0 T T T T T T
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]

Figura7. Porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de micelio in vitro de
B. cinerea con diferentes concentraciones del aceite esencial de T.
lucida, a los 7 dias de cultivo, para la determinacion de la CMI 100%.
Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey p<0.05, n=6).

Una vez determinada la CMI 100% del aceite esencial de T. lucida, su efecto fue
probado sobre la germinacion de esporas de B. cinerea, observando la inhibicion

de este proceso a los 7 dias de cultivo con una nula germinacion de éstas. Con la
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tincién con azul de tripano se comprobd que las esporas mostraron un 100% de
mortalidad, las que evidenciaron una tincion azul completamente. En el
tratamiento con el fungicida comercial se obtuvo un 92% de mortalidad, mientras
que las esporas tratadas con etanol-alcanzaron altos porcentajes de germinacion

(72%) y crecimiento de micelio a los 7 dias de cultivo (Cuadro 7).

Cuadro 7.Porcentajes de mortalidad de esporas de B. cinerea cultivadas en
medio PD liquido adicionado con aceite esencial de T. lucida (0.05
ug/mL), durante 7 dias del cultivo. *Es indicativo de diferencia
significativa (Tukey p<0.05, n=6).

MORTALIDAD (%) | GERMINACION (%) | RESULTADO ALOS 7
TRATAMIENTOS 1d eh 7q 1d 34 =d
*
Etanol Abs. 0 10 18 0 45 72
Tectog, 22 55 92 0 0 8
(5 mg/mL)
Aceite Esencial 10 45 1 100%| O 0 0 “®
(0.05 pg/mL) i
& o

Las esporas tratadas sélo con etanol, no presentaron cambios a las 24h y a partir
de los 3 dias inici6 la germinacién y el desarrollo de micelio, observandose un bajo
porcentaje de mortalidad de esporas y un alto crecimiento de micelio, como se
muestra en la imagen A del Cuadro 7. Las esporas viables tratadas con el
fungicida Tectogy también lograron germinar y pudo observarse el desarrollo de

hifas a los 7 dias del cultivo (Imagen B, Cuadro 7). En el tratamiento con 0.05
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pg/mL de aceite esencial de T. lucida, la totalidad de las esporas presentaron

tincion azul, indicativa de la mortalidad de éstas (Imagen C, Cuadro 7).

Con estos resultados se demostrd que el efecto antifingico del aceite esencial de
T. lucida no solo es sobre el crecimiento de micelio de B. cinerea, sino también
sobre las esporas, en las que afecta drasticamente su viabilidad, no permitiendo la
germinacion. Debido a que el metil eugenol y estragol son los compuestos de
mayor concentracion del aceite esencial de T. lucida, éstos son considerados
como responsables del efecto antifingico, lo cual confirma lo reportado por
Fulgencio-Negrete (2013) que menciona al metil eugenol como el compuesto con

efecto antifingico en el extracto hexanico de T. lucida.

Estos compuestos terpénicos, el metil eugenol y el estragol, son componentes de
diversos aceites esenciales, principalmente de albahaca (Ocimum basilicum) (EI-
Soud et al., 2015), de varias especies de croton (Croton spp) (Fontenelle et al.,
2008) y de tarragén (Artemisia dracunculus) (Obolskiy et al., 2011). El efecto
antifangico de estos compuestos sobre Candida albicans ha demostrado que son
los responsables de muerte celular por irrumpir la integridad de la membrana en
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) entre 2 y 3.5 pg/mL, ocasionada por la
generacion de radicales libres, principales agentes que alteran la permeabilidad de
la membrana (Khan et al., 2011). El efecto inhibitorio de la germinacién de las
esporas de B. cinerea con la CMI 100% del aceite esencial de T. lucida fue debido
a que se ocasiona la muerte de éstas, esto es un resultado que no ha sido
reportado para otros aceites esenciales, lo cual es un hallazgo relevante para su
uso potencial como un antifingico en plantas o como aditivo de alimentos,

principal aplicacién objeto de estudio de la presente investigacion.

Para ello, se realizaron los ensayos antifingicos del aceite esencial de Santa
Maria sobre frutos de zarzamora inoculados con esporas de B. cinerea y tratados
con 0.05 pg/mL, para determinar su efecto en frutos almacenados a temperatura

ambiente (25 °C) y en refrigeracion (4 °C) a los 3 y 7 dias. Los resultados se
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encuentran en la Figura 8 y el Cuadro 8. A los 3 dias de incubacidn, los frutos
almacenados a temperatura ambiente pero no tratados con el aceite esencial,
mostraron un indice de severidad de 3, con un 50% de crecimiento de micelio
(Figura 8A y 8B). Con la aplicacion del fungicida comercial se observo un indice de
severidad de 2, con crecimiento de micelio en la base del pedunculo (Figura 8C); y
con la CMI 100% del aceite esencial no hubo desarrollo de micelio y sintomas de
la infeccion (indices de severidad de 1), a este tiempo de cultivo (Figura 8D). A los
7 dias, los frutos inoculados no tratados y almacenados a temperatura ambiente
presentaron un indice de severidad de 5, en los que el micelio cubrié por completo
a los frutos (Figura 8E y 8F); a este tiempo y condiciones de incubacion, los frutos
con Tectogp presentaron un indice de severidad de 3 (Figura 8G) y los recubiertos

con el aceite esencial no mostraron crecimiento de micelio (Figura 8H).

Cuadro 8. indice de severidad en frutos de zarzamora (Rubus fruticosus Cv.
Tupi) inoculados con esporas de B. cinerea a temperatura ambiente
(25 °C) y enrefrigeracion (4 °C) alos 3y 7 dias.

Indice de severidad

Tratamiento 25°C 4°C
3d 7d 3d 7d
Control 4 5 3 4
Etanol Abs. 3 5 1 3

Tectog
(5 mg/mL) 2 3 1 2
Aceite esencial

(0.05 pg/mL) 1 1 1 1

Los indices de severidad en condiciones de refrigeracion fueron diferentes para
los tres tratamientos, con un claro retraso en la aparicion y crecimiento de micelio,
no obteniendo crecimiento de éste en todos los tratamientos a los 3 dias del
cultivo (Figuras 8J, 8K y 8L). A los 7 dias del cultivo, los frutos no tratados con el
aceite esencial alcanzaron solamente un indice de severidad de 3 (Figura 8N), sin

embargo a los 9 dias el micelio cubrid en un 100% a los frutos. Los tratados con el
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control negativo (Tectogg) mostraron un indice de severidad de 2, ya que hubo
crecimiento de micelio en la base del peddnculo del fruto (Figura 8S). Sin
embargo, en los frutos recubiertos con la CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite
esencial de Santa Maria, no hubo crecimiento de micelio, con signos claros de

inhibicidn de la germinacién de las esporas de B. cinerea (Figura 8T).

La CMI 100% (0.05 pg/mL) establecida para el aceite esencial de T. lucida
obtenido por hidrodestilacion contra B. cinerea, esta en el rango de la CMI
reportadas para aceites esenciales con actividad antifangica en hongos patégenos
tanto de humano como de plantas. Por ejemplo, las CMI 100% de los aceites
esenciales de Carum carvi, Coriandrum sativum, Mentha arvensis y Pimenta
racemosa, estdn en un rango de 0.3 a 1 pg/mL contra Alternaria alternata,

Cladosporium cladosporioides y Aspergillus niger.

Uno de los aceites con una CMI 100% de las méas bajas reportadas, es el derivado
de Thymus vulgaris (tomillo), que presenta valores menores a 0.15 pug/mL, contra
estos mismos hongos (Zabka et al., 2014). Sin embargo, no todos los aceites
esenciales derivados de plantas son activos contra hongos en concentraciones
bajas, muchos de ellos presentan CMI en el orden de mayor a 1 o incluso mayor a
100 pg/mL, como es el caso para los aceites esenciales de romero (Rosmarinus
officinalis) y de orégano (Origanum vulgare), de los que se requiere 110 pug/mL y
230 pg/mL, respectivamente, para tener efectividad contra C. albicans (Deli¢ et al.,
2013); o los aceites esenciales de Lavandula angustifolia (lavanda) y de Salvia
sclerea que muestran unas CMI 100% por arriba de 1.0 pg/mL, para inhibir a

Aspergillus niger (Zabka et al., 2014).
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Figura 8. Resultados del crecimiento de micelio en frutos de zarzamora (Rubus
fruticosus Cv. Tupi) inoculados con esporas (1x10° esporas/mL) de
B. cinerea a los 3 y 7 dias de incubacion a temperatura ambiente (25

°C) vy refrigeracién (4 °C), tratados con Etanol absoluto, Tectogo (5

mg/mL), 0.05 pg/mL de aceite esencial de T. lucida y un Control.
Literales se describen en el texto anterior a la figura.

Solo algunos de los aceites esenciales que se han aplicado a frutos inoculados
con B. cinerea han demostrado un efecto antifingico, como en los estudios
realizados en fresas, las que al ser tratadas con el aceite esencial de mostaza y
clavo tuvieron un 100% de inhibicién (Aguilar-Gonzalez et al., 2015). Sin embargo,
los reportes indican que algunas de las cepas de B. cinerea tratadas con los

aceites esenciales de diversas plantas, presentan resistencia o bien es necesario
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utilizar concentraciones relativamente altas para inhibir el crecimiento de micelio o
la germinacion de las esporas. Lo anterior fue observado en uvas tratadas con
aceite de hoja de canela, en las que la inhibicion del crecimiento micelial de B.
cinerea se obtuvo solamente en altas concentraciones (Melgarejo-Flores et al.,
2013).

Para inhibir el crecimiento de B. cinerea en frutos, los reportes indican
mayormente la inhibicion sobre el crecimiento micelial y que ejercen solamente
una reduccién en la germinacion de esporas. Los aceites esenciales de orégano y
té de limon controlan el crecimiento de micelio de B. cinerea en frutos de tomate,
fresa y pepino, en concentraciones de 0.30 pug/mL y 0.5 pg/mL, respectivamente,
sin producir una inhibicion del 100% (Vitoratos et al., 2013). Con lo anterior queda
de manifiesto que la CMI 100% que presenta el aceite esencial de T. lucida
probado en esta investigacion, es a una concentracién relativamente baja, al
compararse con otros aceites esenciales, ademas de inhibir en un 100% la

germinacion de esporas.

Conclusiones

El aceite esencial de T. lucida (Santa Maria) obtenido por hidrodestilacién
presentd una alta actividad antifingica sobre el crecimiento de micelio y
germinacion de las esporas de B. cinerea. Con la concentracion de 0.05 pg/mL,
considerada la CMI, se obtuvo un 100% de inhibicién del crecimiento de micelio y

un 100% de mortalidad de las esporas, en ensayos in vitro y en frutos inoculados.
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7.2. Evaluaciondelas propiedadesfisicoquimicas y texturales de
frutos de zarzamora recubiertos con quitosano adicionando
aceite esencial de Tagetes lucida.

Resumen

En esta investigacion se determind la concentracién 6ptima de quitosano para
recubrir frutos de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupi), midiendo los valores de
viscosidad, dureza y deformacion de dureza en las biopeliculas. Posteriormente se
determinaron los mismos parametros en frutos recubiertos con quitosano
adicionando el aceite esencial de Tagetes lucida Cav. (Santa Maria). Las
biopeliculas de quitosano se prepararon con 0.5, 1.0 y 1.5%, observando una
mayor viscosidad en la mayor concentracion de quitosano (952.6 cP), una dureza
de 22 N con 0.5%, menor que con 1y 1.5% (28.1 N y 28.4 N, respectivamente), y
una tendencia a presentar una menor deformacion cuando se aumenta la
concentracion de quitosano. Las pruebas de recubrimiento en zarzamora, se
realizaron en frutos en estado de madurez de consumo, utilizando el método de
inmersion con las tres concentraciones de quitosano, en dos temperaturas de
almacén (temperatura ambiente a 25 °C y en bajo refrigeracién a 4 °C). Los
valores de dureza y deformacion se obtuvieron a los 1 y 7 dias de
almacenamiento. A los siete dias a 25 °C, los frutos recubiertos con 1.5% de

quitosano mantuvieron la dureza y tuvieron el menor porcentaje de deformacion
con un 6%, en tanto que los recubiertos con 0.5% fueron los que obtuvieron el
mayor porcentaje de deformacion con un 9%. A este tiempo de almacén, los frutos
a 4 °C no presentaron diferencias en los valores de dureza y en los de porcentaje

de deformacion, indicativo de que la biopelicula de quitosano retrasa la pérdida de
dureza de los frutos a ambas temperaturas. Con estos resultados se determiné la
concentracion oOptima para el recubrimiento de los frutos de zarzamora con
quitosano (1.5%). La evaluacion de la dureza y el porcentaje de deformacion
segun dureza, se realizd en frutos recubiertos con la concentracion oOptima de
quitosano (1.5%) adicionando la CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite esencial de
Santa Maria. Los valores fueron comparados con el recubrimiento de frutos con
otras dos concentraciones del aceite esencial (0.025 y 0.075 pg/mL) sin quitosano
y quitosano solo. Los frutos recubiertos solamente con quitosano presentaron una
mayor dureza (5N) y una deformacion de 8%, en comparacion con el resto de los
tratamientos, aunque los frutos recubiertos con quitosano +CMI100% mantuvieron
una dureza de 3N y se deformaron en un 10%. Los frutos recubiertos solo con el
aceite esencial mostraron los valores menores de dureza y los mas altos de
deformacion, observando un claro ablandamiento en ellos. El adicionar la CMI
100% a los recubrimientos de quitosano, disminuy6 la dureza, pero se mantuvo la
deformacién en valores relativamente bajos, por lo que el quitosano adicionado
con el aceite esencial de T. lucida es una alternativa para mantener la vida de
anaquel de los frutos de zarzamora y conservar la firmeza de los frutos hasta por
siete dias.
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Palabras clave: Biopeliculas, deformacién, dureza, vida de anaquel,
viscosidad.

Abstract

In this research the optimal concentration of chitosan was determined to coat
blackberry fruits (Rubus fruticosus Cv. Tupi), by measuring the values of viscosity,
hardness and deformation of hardness in biofilms. Subsequently, these parameters
were determined in chitosan-coated fruits adding essential oil of Tagetes lucida
Cav. (Santa Maria). Chitosan biofilms were prepared with 0.5, 1.0 and 1.5%, noting
a higher viscosity at the highest concentration of chitosan (952.6 cP), a hardness
of 22 N with 0.5%, lower that with 1 and 1.5% (28.1 N and 28.4 N, respectively),
and a tendency to present a low deformation when increases the concentration of
chitosan. The coating tests in blackberry were performed in fruits in edible maturity
stage, using the method of immersion with the three concentrations of chitosan, in
two temperatures of storage (room temperature at 25 °C and under refrigeration at
4 °C). Hardness and deformation values were obtained at the 1 and 7 days of
storage. Seven days at 25 °C, the fruits coated with 1.5% of chitosan keeping
hardness and they had the lower percentage of deformation with a 6%, while fruits
coated with 0.5% obtained the higher percentage of deformation with a 9%. At this
time of storage, the fruits at 4 °C did not show differences in the values of hardness
and deformation percentage, indicative of the chitosan biofilm is delaying the loss
of hardness of the fruits at both temperatures. With these results was determined
the optimal concentration (1.5%) for coating the blackberry fruits with chitosan. The
evaluation of the hardness and the deformation percentage according to hardness,
was realized in fruits coated with chitosan (1.5%) incorporating the CMI 100%
(0.05 pg/mL) of the Santa Maria oil essential. Those values were compared with
the fruits coating with other two concentrations of the oil essential (0.025 and 0.075
pg/mL) without chitosan and only with chitosan. The fruits chitosan-coated
presented a higher hardness (5N) and a deformation of 8%, compared to the rest
of the treatments, although the fruits coated with chitosan + CMI100% maintained
a hardness of 3N, and deformation of 10%. Blackberry fruits coated only with the
oil essential showed low values of hardness and higher of deformation, noting a
clear softening in them. When the CMI 100% essential oil of Santa Maria was
incorporated to chitosan coatings, declined the hardness, but remained
deformation values relatively low, so the added chitosan with essential oil of T.
lucida is an alternative to maintain the shelf life of the blackberry fruits and retain
the firmness of the fruits up to seven days storage.

Key words: biofilms, deformation, hardness, shelf life, viscosity.
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Introduccién

La calidad de los frutos depende de la variedad, maduracién, condiciones del
clima y almacenamiento. En frutos blandos como la zarzamora, el mantenimiento
de la calidad del fruto es un problema debido a que son facilmente susceptibles al
dafio mecéanico (Redgwell y Fischer, 2008; Giongo et al., 2013). Una alternativa
es el uso de recubrimientos comestibles, los cuales son matrices preparadas de
proteinas, lipidos o polisacaridos que son colocados como revestimiento sobre el
alimento y actlan como una barrera a los gases, controlan sabor, humedad y la
transferencia de aroma entre el alimento y la atmosfera que lo rodea (Malik et al.,
2014). Se utilizan para recubrir frutas los elaborados a partir de polisacaridos, tales
como: almidén, alginato, pectinas, carrageninas, quitosano, entre otros; ya que
son recubrimientos con excelentes propiedades de permeabilidad a los gases (Oo,
CO, y etileno) permitiendo ambientes que aumentan la vida de anaquel del
producto (Nussinovitch, 2013).

Entre los polisacaridos mas utilizados, se encuentra el quitosano, el cual es un
biopolimero derivado de la desacetilacion de la quitina (la cual es el mayor
componente del exoesqueleto de crustaceos, insectos y paredes celulares de
hongos), no toxico, biodegradable y biocompatible. Debido a que forma
recubrimientos transparentes, preservando color y firmeza, actia como una
barrera al O, y CO,, reduciendo la tasa de respiraciéon y humedad prolongado la
vida de anaquel del fruto; ademas de proteger al alimento del decaimiento
causado por microorganismos Yya que se le atribuyen propiedades
antimicrobianas(Krochta y De Mulder-Johnston, 1997; Embuscado y Huber, 2009;
Dhanapal et al., 2012; Vargas et al., 2012; Elsabee y Abdou, 2013 y Malik et al.,
2014).

El adicionar aceites esenciales a recubrimientos comestibles como agentes
antimicrobianos alarga la vida de anaquel de los frutos, pero puede afectar ciertas

propiedades fisicoquimicas de los mismos. Los recubrimientos de alginato y aceite
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esencial de hierba de limén (Cymbopogon citratus) en rebanadas de pifa,
disminuyeron significativamente la firmeza y las propiedades sensoriales (sabor,
textura y aceptabilidad) (Azarakhsh et al., 2014); en ciruelas recubiertas con
hidroxipropil metil celulosa y aceite de orégano y bergamota, la incorporacion de
los aceites esenciales disminuyeron la pérdida de peso que sélo con el polimero,
ademas de mostrar una firmeza estable en comparacion con el control y el
polimero (Choi et al., 2016). Mientras que en frambuesas recubiertas con pectina y
alginato adicionado con aceites esenciales de Arbutus unedo (madrofio), tuvieron
una firmeza ligeramente superior a las control y la pérdida de peso aumento
significativamente a través del almacenamiento en todos los tratamientos
(Guerreiro et al., 2015).

Por lo que, el adicionar la CMI 100% del aceite esencial de Santa Maria a un
recubrimiento de quitosano a frutos de zarzamora, puede alargar la vida de
anaquel de los frutos debido a los efectos antifingicos reportados en la seccién
anterior, manteniendo las propiedades fisicoquimicas y texturales de los mismos,

las cuales fueron evaluadas en el presente estudio.

MATERIALES Y METODOS

Quitosano

Se empled quitosano (Sigma-Aldrich© Chemistry) con 275% de desacetilacion.

Frutos

Se utilizaron frutos de zarzamora colectados en un huerto en la localidad de

Ziracuaretiro, en etapa de madurez de consumo.
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Preparacion de las soluciones de quitosano

El quitosano se disolvié en &cido acético glacial (1 mL/100 mL) en 100 mL de agua
destilada, dejandose agitar por 24 h a 15 rpm. El pH se ajusté a 5.6 con NaOH a
0.275N y se afor6 a 200 mL con agua destilada (método adaptado de Bautista-

Bafios y Bravo Luna, 2004; y de Arceo-Martinez, 2015).

Pruebade viscosidad

Se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacién y Desarrollo de Alimentos
(LIDA) en la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH. A cada una de
las soluciones de quitosano se les determind la viscosidad empleando un
viscosimetro modelo 3T Brookfield Engineering Labs. Inc., usando el UL
ADAPTER por un lapso de 3 min y una precision de 50.00 cP. Los resultados se

analizaron con el software Rheocalc T 1.2.19 de Brookfield Engineering Labs. Inc.

Pruebas de textura

También fueron realizadas en el LIDA, utilizando el texturometro Texture Analyzer
CT3 Brookfield Engineering Labs. Inc. y los datos se analizaron con el software
TexturePro CT V1.7 Build 28 de Brookfield Engineering Labs. Inc. con las

siguientes especificaciones:

Biopeliculas.- Test de compresidon con una carga de activacion de 0.30N, una

velocidad de prueba de 0.10 mm/s y un tiempo de espera de 1s.
Frutos.- Test de compresion con una carga de activacién de 0.50N, una velocidad

de prueba de 2.00mm/s y un tiempo de espera de 1s, a los 1 y 7 dias de

almacenamiento a las dos temperaturas de almacén 4° Cy 25° C.
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Asepsia y recubrimiento de frutos

Los frutos de zarzamora en estado de madurez de consumo, fueron sometidos a
un proceso de asepsia superficial que consistié en un enjuague con agua estéril
por 5 min, sin aplicarles agentes desinfectantes y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Los frutos se recubrieron por inmersion en las soluciones de quitosano
por 1 min, se colocaron individualmente en charolas con divisiones para evitar el

contacto entre ellos y se dejaron secar 24 h a temperatura ambiente (25 °C).

Ensayo de textura con frutos recubiertos con quitosano

Una vez sometidos los frutos al proceso de asepsia mencionado anteriormente,
los frutos se recubrieron por inmersién en la solucion correspondiente por 1 min en
diversos tratamientos: 1) Control; 2) Quitosano 0.5%; 3) Quitosano 1%; y 4)
Quitosano 1.5%; posteriormente se colocaron individualmente en charolas con
divisiones para evitar el contacto entre ellos y se dejaron secar 24 h a temperatura
ambiente. Es importante recalcar que los frutos no fueron inoculados. Se probaron
dos temperaturas de almacén 4° C y 25° C. A dichos frutos se les realiz6 la
prueba de textura a los 1 y 7 dias siguiendo las especificaciones del test

mencionado anteriormente (adaptado de El Ghouth et al., 1992).

Ensayo de textura con frutos recubiertos con quitosano y aceite esencial

Se emplearon frutos previamente sometidos al proceso de asepsia, los cuales se
recubrieron por inmersion en la solucion correspondiente por 1 min en diversos
tratamientos: 1) Control; 2) 0.25 pg/mL (aceite esencial de Santa Maria); 3) 0.75
pug/mL (aceite esencial de Santa Maria); 4) CMI 100% (0.05 pg/mL); 4) Quitosano
15% + CMI 100%; y 5) Quitosano 1.5%; posteriormente se colocaron
individualmente en charolas con divisiones para evitar el contacto entre ellos y se

dejaron secar 24 h a temperatura ambiente. Es importante recalcar que los frutos

53



no fueron inoculados. Se probaron dos temperaturas de almacén 4 °C y 25 °C.
Realizando prueba de textura a los 1 y 7 dias a cada fruto, siguiendo las
especificaciones del test de compresion que se describe anteriormente (Perdones
et al., 2012; Timoteo dos Santos et al., 2012).

Analisis estadistico
Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA), utilizando la

prueba de diferenciacion de medias de Tukey (p<0.05) (Minitab 16).

Resultados y discusion

Se analiz6 la viscosidad de las tres concentraciones de quitosano, observandose
gue a mayor concentracion de quitosano hubo una mayor viscosidad, teniendo
valores de 952.6 cP para concentraciones de 15 mg/mL (1.5%), detectandose

diferencias significativas de viscosidad entre las tres concentraciones (Cuadro 9)

Una vez determinada la viscosidad de las soluciones de quitosano, se procedié a
formar la biopelicula, la que fue caracterizada por medicion de los parametros de
dureza y deformacion segun la dureza. Los resultados mostraron que las
biopeliculas de 0.5% de quitosano son menos duras que las de 1 y 1.5% de
quitosano, ya que presentaron una valor de 22 N en comparaciéon con las de 1%y
1.5%, con valores de 28.1 N y 28.4 N, respectivamente. Se observé diferencia
significativa entre el valor de la concentracién mas baja con las de los otros dos
tratamientos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en estos

altimos valores. La dureza dependié de la concentracién de quitosano (Figura 9).
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Cuadro 9. Valores de viscosidad en tres concentraciones de quitosano. Letras
diferentes indican diferencias significativas.

Concentracion de Viscosidad
guitosano cP
5mg/mL (0.5%) 17.92%
10mg/mL (1%) 167.26°

15 mg/mL (1.5%) 952.6°

30

25

20

151

Dureza (N)

10

1.00%
Quitosano

Figura 9. Dureza de biopeliculas en tres concentraciones de quitosano: 0.5%,
1% y 15% (n=6 p<0.05 Tukey). Letras diferentes indican
diferencias significativas.

Asimismo, se obtuvo que la deformacion segun dureza presenta una tendencia a
disminuir segun la concentracion de quitosano, pues las biopeliculas de 1.5% de
quitosano tuvieron una deformacion menor (0.07mm) que las de 0.5 % (0.10mm),

aunque no hay diferencias significativas en los tres tratamientos (Figura 10).
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Figura 10. Deformacion segun dureza de biopeliculas en tres concentraciones
de quitosano: 0.5%, 1% y 1.5% (n=6 p<0.05 Tukey).

Posteriormente se evaluaron los parametros de dureza y deformacion segun
dureza, en frutos de zarzamora (R. fruticosus Cv. Tupi) no recubiertos (tratamiento

control) y recubiertos con las tres concentraciones de quitosano (0.5, 1 y 1.5%), en

dos temperaturas de almacén: ambiente (25 °C) y refrigeracion (4 °C), alos 1y 7

dias de almacenamiento.

A temperatura ambiente, al dia 1 se observd que no hay diferencias significativas
tanto en dureza como en el porcentaje de deformacion segun dureza, entre los
frutos recubiertos con las distintas concentraciones de quitosano y los frutos no
recubiertos (Figura 11Ay 11B).

En el dia 7, no se tuvieron mediciones de los frutos control debido a su alta tasa
de decaimiento; sin embargo, en los frutos recubiertos con quitosano a este

tiempo los frutos aun presentaban éptima calidad y de igual manera no se
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detectaron diferencias significativas en la dureza pero si en el porcentaje segun la
dureza, ya que los frutos de 1.5% de quitosano mantuvieron la dureza y tuvieron el
menor porcentaje de deformacion con un 6%, en tanto que los recubiertos con

0.5% fueron los que obtuvieron el mayor porcentaje de deformacién con un 9%

(figura 11B).
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Figura 11. Datos de dureza (A) y porcentaje de deformacion segun dureza (B)
de frutos recubiertos con las tres concentraciones de quitosano y
control a los 1 y 7 dias a 25 °C (n=9 p<0.05 Tukey). Letras
diferentes indican diferencias significativas.
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En las condiciones de temperatura de refrigeracion, no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos tanto en dureza como en porcentaje de
deformacion segun dureza (Figura 12A y 12B). Al séptimo dia, los frutos control no
fueron medidos debido a que tuvieron altas tasas de decaimiento. Mientras que los
frutos recubiertos no son significativamente diferentes en los valores de dureza y
en los de porcentaje de deformacion (figura 12A y 12B), lo cual nos indica que los

recubrimientos de quitosano retrasan la pérdida de dureza de los frutos en ambas

temperaturas
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Figura 12. Datos de dureza y porcentaje de deformacion segun dureza de
frutos recubiertos con las tres concentraciones de quitosano y
control a los 1 y 7 dias a 4°C (n=9 p<0.05 Tukey). Letras diferentes
indican diferencias significativas.
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La pérdida de dureza en los frutos control en ambas temperaturas de almacén
concuerda con lo reportado por Zhao (2007), quien menciona que el 60% de los
frutos disminuyen su textura después de comenzar su almacenamiento; asi
mismo, se ha observado que en uvas de mesa durante el almacenamiento, el
proceso de ablandamiento causa una pérdida de dureza mucho mayor y un rapido
deterioro en los frutos control que en los tratados (Valverde et al. (2005). El ligero
aumento de la dureza en frutos recubiertos con quitosano en comparacion con los
control concuerda con lo observado en citricos recubiertos con quitosano +
carboximetil celulosa (Arnon et al., 2014) y en fresas con quitosano + gluconato de
calcio, en los que se muestra un aumento de dureza durante el segundo y tercer

dia de almacenamiento (Hernandez-Mufioz et al., 2006).

La textura de los frutos de zarzamora depende de diversos factores, tales como el
estado de maduracion, el cultivar, la dureza de la piel y el tamafio del fruto, pues
las zarzamoras con pequefias drupas tienen mayor firmeza. Sin embargo, los
cambios de textura en las frutillas en general, son resultado de la degradacion de
los componentes de la pared -celular incluyendo pectinas, celulosas,
hemicelulosas, glicoproteinas y polifenoles esterificados, los cuales son
componentes importantes que inciden en la calidad de los frutos y se encuentran

relacionados con la maduracion y la vida de anaquel (Hancock, 2008).

Sin embargo, los recubrimientos con quitosano aplicados a frutos tales como
pimientos (Poverenov et al., 2014) disminuyen el decaimiento del fruto y mejoran
la textura del mismo; en frambuesas, el quitosano es responsable de mantener la
dureza y la calidad del fruto (Tezotto-Uliana et al., 2014); no obstante, en frutos de
fresa y frambuesa roja, que fueron congelados y después descongelados, la
dureza disminuyd durante el almacenamiento debido a que el recubrimiento no
control6 la pérdida de firmeza (Han et al., 2004). En la presente investigacion, al
evaluar los parametros de viscosidad de la solucion formadora de la peliculas, asi
como la dureza y deformacion segun dureza en las biopeliculas y en los frutos de

zarzamora Cv. Tupi recubiertos, se determiné que la concentracion éptima para el
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recubrimiento de los frutos de zarzamora con quitosano, es la de 1.5% (15

mg/mL).

Posteriormente, se evalud la dureza (N) y el porcentaje de deformacion segun
dureza, de frutos recubiertos con la concentracion Optima de quitosano

adicionando la CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite esencial de Santa Maria.

A un dia de almacenamiento en temperatura ambiente, los frutos recubiertos sélo
con quitosano fueron significativamente diferentes al resto de los demés
tratamientos, teniendo valores de dureza de 5N, mientras que los frutos con el
recubrimiento de quitosano + CMI100% presentaron una dureza de 3N (Figura
13A) y un porcentaje de deformacion de 9% (Figura 13B). A los 7 dias, se observo
que los frutos recubiertos con quitosano a los cuales se le afiadio la CMI 100%, no
presentaron diferencia significativa en la dureza con los tratados, so6lo con la CMI
100% del aceite esencial y las dos concentraciones del aceite. En tanto, los frutos
recubiertos sélo con quitosano presentaron mayor dureza en comparacion con el
resto de los tratamientos (Figura 13A). Sin embargo, los frutos con CMI 100%
fueron los que tuvieron mayor deformacion con un 12% vy los tratados con
quitosano +CMI100% se deformaron un 10% (figura 13B).
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Figura 13. Datos de dureza (A) y porcentaje de deformacion segun dureza (B)
de frutos recubiertos con aceite esencial de T. lucida y con
guitosano (1.5%) adicionado con la CMI 100% del aceite esencial
(0.05 pg/mL), a los 1 y 7 dias a 25 °C (n=9 p<0.05 Tukey). Letras
diferentes indican diferencias significativas.

En refrigeracion, al igual que en temperatura ambiente, al dia 1 se observé una
diferencia significativa de los frutos con quitosano al 1.5% con una dureza de 4N,
mientras que los frutos recubiertos con quitosano+CMI100%, CMI100% Yy las dos
concentraciones de aceite presentaron una dureza de 3N (Figura 14A); sin
embargo, no tuvieron diferencias significativas respecto al porcentaje de
deformacion del fruto. Pero a los 7 dias de almacenamiento, no hubo diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos ni en dureza o en porcentaje de
deformacién (figura 14A y 14B). No obstante, los frutos recubiertos con quitosano
+ CMI 100% mantuvieron la dureza al comparar los valores con el dia 1, en tanto
gue los frutos recubiertos sélo con gquitosano disminuyeron su dureza a los 7 dias
de 4N a 2.50N (Figura 6A).
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Los altos valores de dureza de frutos recubiertos sélo con quitosano, la
disminucion de la misma en frutos tanto con quitosano a los que se les afadio la
CMI 100% del aceite esencial de Santa Maria como los recubiertos sélo con el
aceite esencial, no significa que los frutos sean mas blandos que el resto de los
tratamientos, sino que son mas deformes a ambas temperaturas. Esto concuerda
con lo reportado para pimientos recubiertos con quitosano al 1% y aceite de limon,
en los que se obtuvo una alta firmeza, seguida por la combinacion de quitosano y
aceite esencial; en tanto, los que estaban tratados solo con el aceite esencial no

mantuvieron la firmeza en comparacién con los no tratados (Ali et al., 2015).

También este resultado se ha reportado para frutos de aguacates, ya que los
recubiertos con quitosano y aceite de tomillo, fueron mas firmes que los tratados
solo con aceite esencial de sabila (Aloe vera) y de tomillo. Los frutos no tratados
son los que mostraron valores de firmeza mas bajos, como resultado del rapido
ablandamiento o deterioro de éstos (Bill et al., 2014). En cuanto al efecto de la
temperatura, el ablandamiento se ha observado mayormente a temperatura
ambiente que en refrigeracion, aun recubiertos con quitosano adicionado con
aceite esencial (Dantas-Guerra et al., 2016). En frutos de tomate cherry cubiertos
con quitosano y aceite esencial de menta, la dureza disminuyé considerablemente
al aumentar el tiempo de almacenamiento, mismo efecto que se observd en los

frutos no tratados (Dantas Guerra et al., 2015).
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Figura 14. Datos de dureza (A) y % de deformacion segun dureza (B) de frutos
recubiertos con aceite esencial de T. lucida y con quitosano (1.5%)
adicionado con la CMI 100% del aceite esencial (0.05 pg/mL), a los
1y 7 dias a 4 °C (n=9 p<0.05 Tukey). Letras diferentes indican
diferencias significativas.

En particular, para los frutos de zarzamora Cv. Tupi, la incorporacion del aceite
esencial a la biopelicula de quitosano tuvo efectos sobre la dureza de los frutos,
dando como resultado una accion de los mismos sobre el tejido celular del fruto
afectando directamente la firmeza del fruto. Lo anterior se ha observado en
rebanadas de melon recubiertas con alginato y aceites esenciales de canela,
palmarosa y hierba de limén, en los cuales, se observd una disminucion de la

irmeza durante el tiempo de almacén (Raybaudi-Massilia et al., 2008)
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Conclusiones

Debido a las propiedades de mayor viscosidad, recubrimientos mas duros pero
menos deformes, la concentracién de 15 mg/mL (1.5%) de quitosano fue la 6ptima
para el recubrimiento de frutos de zarzamora Cv. Tupi, aportando una menor
pérdida de dureza y deformidad a los frutos recubiertos almacenados a
temperatura ambiente y refrigeracion. En tanto que, al afadir al recubrimiento de
guitosano la CMI 100% del aceite esencial de Santa Maria, hubo una disminucién
de la dureza pero se mantuvieron valores bajos de deformidad en ambas

temperaturas de almacén.

El recubrimiento de los frutos de zarzamora Cv. Tupi con la biopelicula de
quitosano adicionado con el aceite esencial de T. lucida, alarga la vida de anaquel

y conserva la firmeza de los frutos hasta por siete dias.
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7.3. EfectoantifUngicode una pelicula de quitosano adicionada
con aceite esencial de T. lucida en frutos de zarzamora
(Rubus fruticosus Cv. Tupi) inoculados con B. cinerea

almacenados a diferentes temperaturas.

Resumen

El efecto antifingico in vivo de una pelicula de quitosano con la concentracion
optima (1.5%) adicionada con la CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite esencial de
Tagetes lucida (Santa Maria), se determiné en frutos de zarzamora Cv. Tupi,
colectados en la etapa de madurez de consumo y previamente inoculados con
esporas de B. cinerea (1x10° esporas/mL), almacenados en dos temperaturas, a 4
°C (refrigeracién) y 25 °C (ambiente). El efecto se determiné con la medicién por
indice de severidad. Los frutos fueron sometidos a los siguientes tratamientos: 1)
Control (sin inéculo); 2) Control negativo (Etanol), 3) Control positivo (Tectogp), 4)
Quitosano 1.5%, 5) CMI 100% (0.05 pg/mL) y 6) Quitosano 1.5% + CMI 100%. A
los 7 dias de almacén, los frutos tratados s6lo con etanol presentaron indices de
severidad de 5 con un 100% de inhibicidén del crecimiento de micelio al igual que
los frutos control a 25 °C e indices de 2 y 4 respectivamente a 4 °C. Los tratados
con el fungicida comercial mostraron indices de 3 a 25 °C y de 2 a 4°C, y los
tratados soOlo con la CMI 100% del aceite esencial y el quitosano al 1.5%
adicionado con la CMI 100% del aceite esencial de Santa Maria, no presentaron
crecimiento de micelio a ambas temperaturas (indice de severidad de 1). Con
estos resultados, se demostré el efecto inhibitorio in vivo de la biopelicula de
quitosano (1.5%) adicionado con la CMI 100% (0.05 pug/mL) del aceite esencial de
Santa Maria, en frutos de zarzamora Cv. Tupi, inoculados con esporas de B.
cinerea.

Palabras clave: Biopeliculas, ensayos in vivo, indice de severidad, Inhibicion,
Santa Maria.

Abstract

The in vivo antifungal effect of a film of chitosan with optimal concentration (1.5%)
added with the MIC 100% (0.05 pug/mL) of the essential oil of Tagetes lucida (Santa
Maria), was determined in fruits of blackberry Cv. Tupi, collected in consumption
maturity stage and previously inoculated with spores of B. cinerea (1x10°
spores/mL), stored at two temperatures, at 4 ° C (cooling) and 25 ° C (room
temperature). The effect was determined with the measurement for severity index.
The fruits were subjected to the following treatments: 1) Control (without inoculum);
2) Negative control (ethanol), 3) Positive control (Tectoeo), 4) Chitosan 1.5%, 5)
MIC 100% (0.05 pg/mL) and 6) 1.5% Chitosan + MIC 100%. At seven days of
storage, the fruits treated only with ethanol showed a severity index of 5 with 100%
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inhibition of mycelia growth as control at 25 ° C fruit and indices of 2 and 4 at 4 ° C,
respectively. The fruits treated with the commercial fungicide showed severity
index of 3 to 25 ° C and 2 to 4° C, y these treated only with the MIC 100% of the
essential oil and with chitosan 1.5% added with the MIC 100%, did not show
growth of mycelia at both temperatures (severity index of 1). These results showed
the inhibitory effect in vivo of the biofilm of chitosan (1.5%) added with the MIC
100% (0.05 pg/mL) of the essential oil of Santa Maria, in fruits of blackberry Cv.
Tupi, inoculated with spores of B. cinerea.

Keywords: Biofilms, in vivo tests, severity index, inhibition, Santa Maria.

Introduccién

La mayor cantidad de pérdidas de calidad y cantidad de frutas frescas ocurren
entre el periodo poscosecha y su consumo. Durante la vida de anaquel, ademas
de controlar el proceso de maduracion bajo condiciones de refrigeracion o
atmosferas controladas, es necesario regular la aparicion de dafio por
microorganismos, principalmente el causado por hongos, ya que las pérdidas por
éstos son muy altas, generalmente hasta un 100% dependiendo del fruto y hongo
contaminante (Tripathy et al., 2008; Gatto et al., 2011).

Esta problematica la presentan los diversos tipos de frutilas o “berries” como
fresa, ardndano, frambuesa y zarzamora, las que tienen un tiempo de vida de
anaquel muy corto y muestran una alta sensibilidad al ataque de hongos,
principalmente por Botrytis cinerea. En los frutos de zarzamora (Rubus spp), este
hongo causa una pudricion hdimeda, que los descompone totalmente,
ocasionando mal aspecto, ablandamiento, pudricién y cambio en sus propiedades

organolépticas (ICA, 2011).

El control de la infecciébn por hongos en frutos poscosecha se realiza con la
aplicacion de fungicidas sintéticos. El uso continuo de éstos representa un
problema para el consumo humano, ya que los residuos de éstos pueden
presentar toxicidad directa o indirectamente aumentar la resistencia de las

poblaciones de hongos a los propios fungicidas (Tripathi y Dubey, 2004). La
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seguridad alimentaria es uno de los principales temas en la industria y

comercializacion de frutas y verduras (Antunes y Cavaco, 2010).

Una alternativa para disminuir la aplicacion de compuestos quimicos sintéticos y
aumentar la vida de anaquel, es el uso de las biopeliculas o recubrimientos
comestibles, siendo los polisacaridos los mas empleados debido a que forman
recubrimientos homogéneos y transparentes, de los cuales el mas utilizado es el
quitosano. A esta molécula se le han atribuido cualidades antifingicas, ademas de
ser biodegradales, biocompatibles, con éptimas propiedades mecénicas, que
provee una selectiva permeabilidad a los gases (CO; y O,), mantiene el aroma,
controla la humedad, prolonga la vida de anaquel y conserva la calidad de los
alimentos (Goy et al., 2009; Elsabee y Abdou, 2013).

En concentraciones mayores a 0.1% de quitosano, se ha demostrado la inhibicién
del crecimiento de micelio de Rhizopus stolonifer (Bautista-Bafios y Bravo-Luna,
2004), Aspergillus niger (Sebti et al., 2005) y Colletotrichum musae (Jinasena et
al., 2011), sin embargo la actividad contra B. cinerea es considerada muy baja o
bien que solamente retrasa la infeccién (ElI Ghaouth et al., 1992; Xu et al., 2007;
Larez Velazquez, 2008).

Con el proposito de aumentar la efectividad antifingica de las biopeliculas de
quitosano, sobre todo con el fin de inhibir el crecimiento de B. cinerea, éstas
pueden ser adicionadas con compuestos antifUngicos naturales y los aceites
esenciales de plantas son una buena opcion, debido a que contienen compuestos
terpénicos como el timol, eugenol, metil-eugenol y estragol, reportados con una
alta efectividad contra hongos, entre ellos B. cinerea (Fontenelle et al., 2008;
Obolskiy et al., 2011; Melgarejo-Flores et al., 2013; Aguilar-Gonzalez et al., 2015;
El-Soud et tal., 2015).

El aceite esencial de Tagetes lucida Cav. (Santa Maria) ha mostrado ser un

efectivo antifangico, con una inhibicion del 100% tanto de micelio como de esporas
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de B. cinerea en ensayos in vitro y en frutos de zarzamora, a una concentracion
minima inhibitoria del 100% de 0.05 pg/mL (Seccion 7.1). Por estas propiedades,
en la presente investigacion se propone al aceite esencial de T. lucida como un
aditivo de la biopelicula de quitosano con el proposito de inhibir el crecimiento de
B. cinerea y aumentar la vida de anaquel. Para cumplir con este objetivo, se
determind el efecto antifingico de las biopeliculas de quitosano con la
concentracién optima (1.5%) adicionada con la CMI 100% (0.05 pg/mL) del aceite
esencial de T. lucida en frutos de zarzamora Cv. Tupi, a dos temperaturas de

incubacion.

MATERIALES Y METODOS

Aceite esencial de T. lucida

Del aceite esencial de T. lucida obtenido por hidrodestilacién, se prepard la
concentracion correspondiente a la CMI 100%, ésta utilizando una alicuota del
aceite esencial de Santa Maria concentrado en etanol absoluto para obtener la
concentracion de 0.05 pg/mL. Es por ello que este disolvente es utilizado como

control negativo.

Frutos de zarzamora Cv. Tupi

Se utilizaron frutos en madurez de consumo colectados en un huerto en la
localidad de Ziracuaretiro, Michoacan. Estos fueron utilizados recién colectados y

seleccionados para tener homogeneidad en tamafio, forma, color y madurez.

Botrytis cinerea

La cepa utilizada para el presente trabajo pertenece al cepario del laboratorio de
Ecologia Microbiana del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la
Universidad Michoacana de san Nicolas de Hidalgo, donada por el Dr. Eduardo

Valencia Cantero. La cepa se mantuvo en un medio de cultivo PDA (papa
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dextrosa-agar) en camara de crecimiento (24 °C, fotoperiodo de 16 h de luz, 200
pumol/m?s y 60% de humedad). Las transferencias a medio fresco se realizaron

cada 21 dias por porcién de micelio.

Preparacion de la solucién madre de quitosano

Se utiliz6 la solucion en la concentracion Optima de quitosano (1.5%) que fue
seleccionada por los resultados mostrados en la Seccion 7.2, en donde también se

describe el método de preparacion.

Método de asepsia y recubrimiento de frutos

Los frutos de zarzamora fueron sometidos a un proceso de asepsia superficial que
consistio solamente en un enjuague con agua estéril por 5 min, sin aplicarles
agentes desinfectantes, dejandose secar a temperatura ambiente. Los frutos se
recubrieron por inmersion en la solucién de quitosano (1.5%) por 1 min, se
colocaron individualmente en charolas con divisiones para evitar el contacto entre

ellos y se dejaron secar 24h a temperatura ambiente.

Ensayos en frutos recubiertos con quitosano adicionando la CMI 100%

inoculados con B. cinerea

La inoculacién con esporas de B. cinerea (1x10° esporas/mL) en frutos de
zarzamora Cv. Tupi se describen en la Seccion 7.1. Una vez inoculados, los frutos
fueron sometidos por inmersién en los distintos tratamientos (método adaptado de
Xu et al., 2007; y de Lima de Sousa et al., 2013).

1) Control. Frutos no inoculados sin recubrimiento.
2) Control negativo. Frutos inoculados, aplicando etanol absoluto.
3) Control positivo. Frutos inoculados, aplicando 5 mg/mL de Tectoego.

4) Quitosano 1.5%. Frutos inoculados y recubiertos con quitosano.
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5) CMI 100%. Frutos inoculados, aplicando 0.05 pg/mL del aceite esencial.

6) Quitosano 1.5% + CMI 100% (0.05 pg/mL). Frutos inoculados, recubiertos con

quitosano y aplicando el aceite esencial.

Los dos Ultimos tratamientos también se aplicaron a frutos sin ser inoculados con

B. cinerea. Se probaron dos temperaturas de almacén: 4 °Cy 25 °C.

indice de severidad en frutos recubiertos e inoculados

Para estimar el grado de infeccion de los frutos de zarzamora, debido a la
inoculacion con esporas de B. cinerea, se utiliz6 un indice de severidad adaptado
de Romanazzi et al., 2013, basado en el crecimiento de micelio sobre todo el fruto

como se indica en el cuadro 5 de la Seccién 7.1.

Resultados y discusion

El indice de severidad en frutos inoculados con B. cinerea y recubiertos con
quitosano se determind en dos temperaturas de almacén, 4 °C y 25 °C. Los frutos
inoculados tratados solo con etanol presentaron un indice de severidad de 5 con
un crecimiento de micelio en el 100% del fruto a 25 °C (Cuadro 10), al igual que
los frutos control (Figura 15A y 15B) y un indice de severidad de 3 medido a 4 °C
(Figura 15I). Al aplicar el fungicida Tectogy Se obtuvo un indice de severidad de 3 a
25 °C (Figura 15C)y de 2 a 4 °C (Figura 15J) (Cuadro 10).

Después de 7 dias de incubacién, los frutos recubiertos con quitosano (1.5%) y
almacenados en ambas condiciones de temperatura, presentaron crecimiento de
micelio en un 25% del fruto (Figuras 15D, 15K). En frutos recubiertos a los que se
les adiciono el aceite esencial de Santa Maria (Quitosano 1.5% + CMI 100% con

y sin esporas), no se observaron sintomas de la infeccion por B. cinerea (Figuras
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15F, 15M, 15G, 15N). Este mismo resultado se obtuvo con la CMI 100% del aceite
esencial de T. lucida (Cuadro 10) (Figuras 15E, 15L).

Cuadro 10.Iindice de severidad en frutos de zarzamora recubiertos con 1.5 mg/mL
de quitosano, inoculados con esporas de B. cinerea a temperatura
ambiente (25 °C) y en refrigeracion (4 °C) alos 1, 3y 7 dias.

indice de severidad
Tratamiento 25°C 4°C
1d 3d 7d 1d 3d 7d
Control 1 3 5 1 3 4
Etanol Abs. 1 3 5 1 1 2
Tectog
(5 mg/mL) 1 2 3 1 1 2
Quitosano
1.5% 1 1 2 1 1 2
(1.5 mg/mL)
CMI 100%
(0.05 pg/mL) 1 1 1 1 1 1
Quitosano
1.5% + CMI 1 1 1 1 1 1
100%
Quitosano
1.5% + CMI
100% (sin 1 1 1 1 1 1
esporas)

Los resultados obtenidos de los frutos recubiertos con quitosano a los cuales se
les adicioné la CMI 100% del aceite de Santa Maria y almacenados en ambas
temperaturas, concuerdan con lo reportado para frutos de fresa inoculados con B.
cinerea y recubiertos con quitosano, asi como con la CMI de aceite esencial de
clavo (92.56 pL/Lare) Yy mostaza (15.42 plL/Lare) en fase de vapor y con la

combinacion de ambos aceites (Aguilar-Gonzélez et al., 2015).
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En otras investigaciones, también se ha reportado el efecto potenciado de aceites
esenciales en frutos recubiertos con biopeliculas. En rebanadas de pifa
recubiertas con alginato y aceite de limén, se mantuvo la calidad de las mismas y
se logro extender la vida de anaquel (Azarakhsh et al., 2014); en tanto que en
arandanos recubiertos con quitosano (2%) adicionado con 8 0 12% de extracto de
hojas de la misma planta, se observd un efecto inhibitorio contra las bacterias
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium vy
Escherichia coli, ademas se disminuyo la tasa de decaimiento de los frutos (Yang
et al., 2014); y en pimientos recubiertos con quitosano adicionados con aceite de
canela, almacenados a 8°C, el recubrimiento retardd la desintegracion superficial
de los frutos en comparacion con los no recubiertos, que mostraron altas tasas de

decaimiento (Xing et al.,2011).

Quitosano
Quitosano Aceite  Quitosano  1.5%+
Control  Etanol Tectog, 1 5% esencial 15%+  CMI100%

(CMI100%) CMI100% (sin esporas)

25°C

4°C

Figura 15. Resultados del crecimiento de micelio en frutos de zarzamora
inoculados con esporas (1x10° esporas/mL) de B. cinerea a los 7 dias
de incubacion a temperatura ambiente (25 °C) y refrigeracion (4 °C),
tratados con Etanol absoluto (B, ), Tectogo (5 mg/mL) (C, J),
Quitosano 1.5% (1.5 mg/mL) (D, K), CMI 100% del aceite esencial de
T. lucida (0.05 pg/mL) (E, L), Quitosano 1.5% + CMI 100% (F, M),
Quitosano 1.5% + CMI 100% (sin esporas) (G, N) y un Control (A,H).
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El recubrimiento de frutos solo con quitosano no fue efectivo, ya que se obtuvo un
25% de crecimiento del hongo, lo que demuestra que el quitosano (1.5%) no
presentd un efecto antifingico contra la cepa de B. cinerea. Lo anterior concuerda
con la ya reportado, considerando que el quitosano no inhibe la germinacion de
esporas y el crecimiento de micelio de B. cinerea en frutos, solamente retrasa el
proceso de infeccién (EI Ghaouth et al., 1992; Xu et al., 2007; Larez Velazquez,
2008). Esto confirma la resistencia de B. cinerea a la actividad antifungica del

quitosano (Sansguwan et al., 2016).

Los frutos de zarzamora Cv. Tupi recubiertos con quitosano y aceite esencial de
Santa Maria, ademas de no presentar sintomas de la infeccion y crecimiento de B.

cinerea, mostraron una vida de anaquel de 7 dias a 25 °C yde 10 dias a 4 °C, un

tiempo mayor a lo reportado para frutos poscosecha sin recubrimientos (FAO,
1995).

Cuando los frutos de zarzamora Cv. Tupi fueron recubiertos solo con la CMI 100%
del aceite esencial de Santa Maria, no se presento el crecimiento de micelio de B.
cinerea, resultando con una alta efectividad en la inhibicion del hongo. Esto no se
ha observado al aplicar aceites esenciales de plantas aromaticas en la
concentracion similar al de T. lucida, ya que in vivo, el hongo germina y presenta
crecimiento de micelio (Deli¢ et al., 2013; Zabka et al., 2014; Ali et al., 2015). Sin
embargo, es importante resaltar que aunque el aceite esencial presenta
propiedades antifingicas contra B. cinerea, los frutos muestran un decaimiento en

un tiempo menor al que se observo cuando los frutos de recubren con quitosano.

Este efecto inhibitorio tan efectivo del aceite esencial de T. lucida, puede ser
debido a un sinergismo de los componentes terpénicos del mismo, lo cual ha sido
demostrado para otros aceites esenciales (Aguilar-Gonzélez et al., 2015). En
particular, debido a que los compuestos estragol y metil eugenol, son los
mayoritarios de este aceite esencial, y han sido reportados con alta actividad

antimicrobiana, se sugiere que éstos son los responsables de inhibir el crecimiento
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de B. cinerea (Fontenelle et al., 2008; Khan et al., 2011; Obolskiy et al., 2011; EI-
Soud et al., 2015). Los resultados in vivo, concuerdan con lo observado en los

ensayos in vitro (Seccion 7.1).

Conclusién

Con la adicion del aceite esencial de T. lucida en una concentracion de 0.05 pg/mL
(CMI 100%) en frutos de zarzamora Cv. Tupi, recubiertos con la biopelicula de
quitosano (1.5%), se obtuvo un 100% de inhibicién sobre el crecimiento de micelio
de Botrytis cinerea. Ademas, con este tratamiento se preservd la calidad de los

frutos hasta 10 dias a 4 °C y 7 dias a temperatura ambiente (25 °C), alargando la

vida de anaquel de éstos
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8. DISCUSION GENERAL

Los ejemplares del género Tagetes contienen aceites esenciales en sus flores y
hojas, cuyos compuestos comprenden carotenoides, flavonoides, alcaloides, fenil
propanoides, derivados fendlicos, terpenos, entre otros, los cuales varian en su
composicion y proporciones de sus componentes, siendo distintos entre especies,
localizacion geogréafica y método de extraccion (Vasudevan et al., 1997; Xu et al.,
2012).

Para T. lucida (Santa Maria), el aceite esencial obtenido por medio de
hidrodestilacion estuvo compuesto en un 75% por los terpenos estragol y metil-
eugenol, con un contenido de 521.8 pug/mL y 464 pg/mL, con un 30 y 35% de
abundancia, respectivamente. Estos valores son mas del doble que lo reportado
por Fulgencio-Negrete (2013), quien obtuvo en un extracto hexanico las
concentraciones de 175.55 pg/mL y 208.621 pg/mL para estragol y metil-eugenol,
respectivamente. Ademas, éstos son reportados como los compuestos con
actividad antifingica probada con Botrytis cinerea y Colletotrichum acutatum. En
un extracto metandlico, ademas de los compuestos terpénicos se reportd la
presencia de cumarinas, también aisladas de la parte aérea, las cuales poseen

actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos (Céspedes et al., 2006).

Dada la actividad antimicrobiana reportada anteriormente por el aceite esencial de
Santa Maria, se decidi6 realizar ensayos in vitro contra B. cinerea, un patégeno
dificil de controlar debido a que es un agente necrotréfico, obteniendo un 100% de
inhibicibn sobre el crecimiento del micelio de B. cinerea a muy bajas
concentraciones del aceite esencial (0.05 - 0.1 pg/mL), estableciendo la
concentracion de 0.05 pg/mL como la concentracion minima inhibitoria (CMI) que
ejercio el 100% de inhibicion sobre B. cinerea, resultado el efecto similar al

ejercido con una alta concentracion del fungicida Tectogp (5mg/mL).
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La CMI 100% reportada en este estudio es una concentracién considerablemente
baja contra un microorganismo, ya que para el extracto hexanico de Santa Maria,
la CMI 100% fue de 0.05 mg/mL sobre B. cinerea y C. acutatum (Fulgencio-
Negrete, 2013). Otros aceites esenciales han mostrado este efecto antifungico con
una CMI 100% mayores a los del aceite esencial de Santa Maria, obtenido por
hidrodestilacion; la CMI 100% del aceite esencial de Agastache mexicana ssp.
Xolocotziana (toronijil) fue de 0.92 pg/mL contra Aspergillus flavus y de 0.3 pg/mL
Porophyllum linaria (Juarez et al., 2015); y la CMI 100% del aceite esencial de
orégano contra Staphyloccocus aureus fue de 1.575 mg/mL y de 1.648 mg/L

contra Pseudomonas aeruginosa (Lambert et al., 2001).

El efecto antiglngico observado con el aceite esencial de T. lucida obtenido por
hidrodestilacion, ademas fue confirmado sobre la germinacion de esporas de B.
cinerea a los 7 dias de incubacion, ya que se observé un 100% de mortalidad,
efecto no observado al utilizar el fungicida comercial, con el que se consiguio
solamente un 92% de mortalidad de las esporas y se presentd eldesarrollo de
hifas. Con el aceite esencial no se observd el desarrollo de hifas (Cuadro 7,
Seccién 7.1). Dichos resultados se han observado con concentraciones mas altas
de otros aceites esenciales, como el de hierba limon (Cymbopogon citratus) del
que se requirieron 500 ppm para tener un 0% de germinacion contra B. cinerea
(Tzortazakis y Economakis, 2007); o bien, 250 pL/L de aceites de diferentes
especies de tomillo (Thymus spp) para evitar la germinacién de esporas de
Penicillum digitatum, P. italicum y Geotrichum citri-aurantii (Boubaker et al., 2016);
con el aceite esencial de tomillo (Thymus sp) no se logré inhibir completamente la
germinacion de esporas, ya que con 0.05 pL/mL se obtuvo un 60% de germinacion
de esporas de P. itallicum, mientras que con 0.002 pL/mL se tuvo un 80% de

germinacion de esporas de B. cinerea (Vitoratos et al., 2013).

Cabe recalcar, que la CMI 100% reportada del aceite esencial de Santa Maria en
este estudio, es relevante debido a que el efecto antifingico lo ejerce en bajas

concentraciones, y que ademas por ser considerado un producto GRAS y a que su

82



obtencién se realizé sin el uso de disolventes, lo presenta con un alto potencial de
uso como aditivo para frutos como zarzamora, los cuales por sus caracteristicas
de maduracion vy fisiologia del fruto, presentan una vida de anaquel corta y son
muy susceptibles al dafio mecanico y al ataque del hongo B. cinerea, en
poscosecha. Es por ello, que en esta investigacion se realizaron ensayos in vivo,
evaluando el efecto antifingico del aceite esencial de Santa Maria en frutos de

zarzamora Cv. Tupi, aplicando la CMI 100%.

A los 7 dias de incubacion, los frutos recubiertos con la CMI 100% de Santa Maria

tanto a 25 °C como a 4 °C, no presentaron crecimiento de micelio de B. cinerea

(Figura 8, Seccibén 7.1.). Este resultado concuerda con lo reportado para fresas
inoculadas con B. cinerea y expuestas a la combinacion de los aceites esenciales
en fase gaseosa de mostaza y clavo, los cuales no permitieron el crecimiento del
hongo (Aguilar-Gonzalez et al., 2015). El efecto antifingico del aceite esencial de
T. lucida se debe principalmente a su hidrofobicidad, lo que permite que éste
penetre en las capas lipidicas de las membranas celulares de hongos, resultando
en la disrupcion en las estructuras de la membrana y la integridad de la misma
(Reddy et al., 2008).

En otras investigaciones, se ha propuesto el uso de los componentes del aceite
esencial de diferentes especies de Tagetes, para ser implementados como

suplementos (Khali etal., 2012).

Por lo anterior y las caracteristicas presentadas por el aceite esencial de T. lucida
obtenido por hidrodestilacion, se decidi6 incorporarlo a un recubrimiento
comestible para frutos de zarzamora, en particular formulado con quitosano, ya
gue es una alternativa para reducir las altas tasas de decaimiento que sufren estos
frutos poscosecha. Dentro de la calidad de cualquier fruto poscosecha, la de la
apariencia es fundamental, es por ello que se utilizan recubrimientos elaborados

de quitosano, debido a sus reportes de actividad antimicrobiana, la cual se
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potencializa si se le afladen otros agentes, como los aceites esenciales (Zivanovic
et al., 2011).

Debido a que algunos parametros fisicoquimicos y de textura cambian en frutos
recubiertos con biopeliculas adicionados con aceites esenciales, fue importante
determinar la dureza y la deformacion segun la dureza en frutos recubiertos con
quitosano solo, con el aceite esencial solo y como con quitosano incorporado con

el aceite esencial.

Con una concentracion de 15 mg/mL (1.5%) de quitosano se obtuvieron los
mejores valores de dureza a ambas temperaturas, a los 7 dias de
almacenamiento, con valores de 2.5N (dureza) y 6% (deformacion segun dureza)
a 25 °C y 2.5N (dureza) y 8% (deformacion segun dureza) a 4 °C. Esto concuerda
con reportes de recubrimientos elaborados a partir de diversas sustancias, como
para rebanadas de sandia recubiertas con alginato, que mantuvieron la dureza a
los 7 dias de almacenamiento (Sipahi et al., 2013); y uvas recubiertas con Aloe
vera, cuyo recubrimiento no permitio que la dureza se perdiera (Valverde et al.,
2005).

Después, se evalud la dureza y deformacion segun dureza de los frutos
recubiertos con quitosano al que se le adicioné la CMI 100% del aceite esencial de
Santa Maria, obteniéndose a los 7 dias de almacenamiento valores de dureza de
2N y 10% de deformacién a 25 °C y 2.5 N de dureza y 10% de deformacion a 4°C.
Tales resultados, concuerdan con lo reportado para fresas recubiertas con
quitosano + aceite de tomillo rojo (Sangsuwan et al., 2016) y zarzamoras
recubiertas con quitosano + extracto de hojas de zarzamora, lo cual fue
dependiente de la concentracion y de la composicion de los extractos. Estos
tienden a disminuir las tasas de decaimiento de los frutos, ademas de que la
pérdida de firmeza se encuentra relacionada con la hidrolisis enzimatica de las

sustancias de la pared celular y el ablandamiento, factores comunmente
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relacionados con la pérdida de agua, la cual es la responsable de la pérdida de

turgencia y frescura de los frutos (Yang et al., 2014)

Posteriormente se evalud el indice de severidad de frutos inoculados con las
esporas de B. cinerea y recubiertos con quitosano mas la CMI 100% del aceite
esencial de Santa Maria, encontrando que en frutos inoculados y no inoculados,
recubiertos so6lo con quitosano, se observd el desarrollo de micelio con un indice
de severidad de 2 correspondiente al 25% del crecimiento del micelio, a los 7 dias
en ambas temperaturas. A los que se les afiadio la CMI 100% del aceite esencial,
no presentaron desarrollo de micelio en ambas temperaturas (Figura 15, Seccion

7.3), presentandose indices de severidad de 1 (0% de crecimiento de micelio).

Dichos efectos son similares a los reportados para la goma de algarrobo
(Ceratonia siliqua), recubiertos con quitosano al que se le incorporé el aceite de
bergamota o naranja contra Aspergillus flavus, reduciendo las tasas de
decaimiento al 52-62% a los 12 dias (Aloui et al., 2014); y en pimiento recubiertos
con quitosano mas el aceite esencial de hierba de limon contra Colletotrichum
capsici, los cuales controlaron la incidencia de la enfermedad en un 33% (Ali et al.,
2015).

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman la actividad antifingica
del aceite esencial de Santa Maria sobre el micelio y germinacién de esporas de
B. cinerea, asi como su potencial para la incorporacién a un recubrimiento de
quitosano y aplicarlo a frutos de zarzamora, ya que con los resultados se demostré
gue su adicion disminuye la dureza, mantienen bajos los valores de deformidad y
potencia el efecto antifingico, ya que se inhibié completamente el desarrollo de B.

cinerea, uno de los principales patégenos que afectan la calidad de estos frutos.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Se establecié la concentracion de 0.05 pg/mL del aceite esencial de Tagetes
lucida (Santa Maria) como la CMI para inhibir en un 100% el crecimiento de
micelio y germinacion de las esporas de Botrytis cinerea tanto en ensayos in vitro

como in vivo, en frutos de zarzamora Cv. Tupi.

La incorporacién de esta concentracién del aceite esencial al recubrimiento de
quitosano (1.5%) en frutos de zarzamora Cv. Tupi, permitié una disminucién de la
dureza pero con un minimo de cambios en la deformidad, tanto a 25 °C como a 4

°C durante 7 dias de almacén.

El recubrimiento de los frutos de zarzamora Cv. Tupi con la biopelicula de
quitosano adicionado con el aceite esencial de T. lucida, alarga la vida de anaquel,
inhibe el desarrollo de micelio de B. cinerea y conserva la firmeza de los frutos

hasta por siete dias.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar las pruebas organolépticas para determinar los niveles de aceptacion de
los frutos de zarzamora Cv. Tupi recubiertos con quitosano y diferentes

concentraciones del aceite esencial de T. lucida.
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