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RESUMEN

Debido a las altas pérdidas en productos hortofruticolas por plagas y manejo
postcosecha inadecuado, se ha buscado el desarrollo y la elaboracion de
recubrimientos comestibles (RC) biodegradables como una forma de proteccion.
Los recubrimientos estan elaborados con materiales como polisacaridos, proteinas
o lipidos que en su mayoria son obtenidos de productos vegetales, los cuales
pueden presentar diferentes caracteristicas como actividad antimicrobiana,
antioxidantes, brindar proteccion fisica, quimica y mecanica, mejorando con esto
las caracteristicas del producto. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
recubrimientos comestibles (RC) de polisacéridos (PS) obtenidos del hongo
Humphreya coffeatum; los PS presentaron apariencias de tipo fibroso (F) y
gelatina (G), se utilizaron para realizar cuatro RC (57F, 57G, 57GF y 57P) con
glicerol (0.5%) y pectina (0.7%) y se caracterizaron. Los RC que tuvieron mejores
caracteristicas en cuanto a solubilidad, microscopia electronica de barrido (SEM),
permeabilidad al vapor de agua (PVA) y espesor fueron 57F y 57GF. Se probd el
efecto en fresas frescas, se les aplicé el RC por inmersién, se colocaron en cuatro
lotes: A) almacenamiento a temperatura ambiente sin RC, B) almacenamiento en
refrigeracion 4°C sin RC, C) almacenamiento a temperatura ambiente con RC y D)
almacenamiento en refrigeracion 4°C con RC. Las fresas fueron colocadas en
contenedores cerrados que permitieran la oxigenacion, se evaluaron cada cinco
dias. Dentro de los pardmetros evaluados estan pH, porcentaje de infeccion y
sélidos solubles totales (SST). Los RC con los PS de Humphreya coffeatum F, G y
la combinacién de ambos (GF) prolongé la vida potscosecha de las fresas en
refrigeracion hasta 30 dias, el RC 57F seguido del RC 57GF. El control 57P al
igual que las fresas no cubiertas tuvieron 10 dias de vida de anaquel; los
recubrimientos con PS presentaron la mayor ventaja en comparacion con el
control. Estos resultados indican que los RC de PS de Humphreya coffeatum

pueden prolongar la vida de anaquel de fresas.



ABSTRACT

Due to losses in fruit and vegetable products due to pests and risky post-harvest
management, the development and development of biodegradable edible coatings
(RC) have been sought as a form of protection. The coatings are made with
materials such as polysaccharides, proteins or lipids that are mostly accessories of
plant products, which can have different characteristics such as antimicrobial
activity, antioxidants, provide physical, chemical and mechanical protection,
improving with these characteristics of the product. The objective of this work was
to evaluate the effect of edible coatings (RC) of polysaccharides (PS) evaluated
from the Humphreya coffeatum fungus; The PS appear appearances of the Fibrous
(F) and Gelatin (G) type, are used to perform four RC (57F, 57G, 57GF and 57P)
with glycerol (0.5%) and pectin (0.7%) and are characterized. The RCs that had
better characteristics in terms of solubility, scanning electron microscopy (SEM),
water vapor permeability (PVA) and thickness were 57F and 57GF. The effect on
fresh strawberries was tested, the RC was applied by immersion, it will be placed
in four batches: A) storage at room temperature without RC, B) storage in
refrigeration 4 ° C without RC, C) storage at room temperature with RC and D )
storage in refrigeration 4°C with RC. Strawberries were placed in closed containers
that allow oxygenation, they are evaluated every five days. Within the parameters
evaluated are pH,% infection and total soluble solids (SST). The RCs with the PS
of Humphreya coffeatum F, G and the combination of both (GF) prolong the life of
strawberries in refrigerated strawberries up to 30 days, RC 57F followed by RC
57GF. The 57P control, like uncovered strawberries, had a shelf life of 10 days; PS
coatings. The biggest advantage compared to the control. These results indicate
that the RC of PS of Humphreya coffeatum can prolong the shelf life of

strawberries.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las frutas frescas y las hortalizas han tenido un aumento en la demanda durante
la dltima década debido a que se ha correlacionado su ingesta regular con un
menor riesgo de desarrollar varias enfermedades crénicas y degenerativas.
Debido al aumento de obesidad y sus factores de riesgo, la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), el Fondo Mundial para la Investigacion del Cancer (WFCR) y el
Instituto Americano de Investigacion del Cancer (AICR) entre otros han sefialado
gue existe evidencia de que se debe consumir al menos cinco porciones de frutas
y verduras todos los dias, disminuyendo el riesgo de diversas enfermedades
(Mardones et al., 2009), por esta razon es necesario un consumo adecuado de
frutas que traen beneficios a la salud por la presencia de antioxidantes que
disminuyen el estrés oxidativo previniendo o retardando algunas enfermedades
(Saxena et al.,, 2012). Las frutas y hortalizas presentan deterioro a causa de
cambios, reacciones o descomposicion que pueden dar lugar a la degradacién del
color, la textura y el sabor (Dudley y Das, 2009). Las reacciones de pardeamiento
enzimatico son una de las principales causas del deterioro en estos productos
naturales y determinan en gran medida su calidad y valor econémico (Wootton-
Beard y Ryan, 2010). Se ha estimado que las pérdidas postcosecha de los
productos hortofruticolas que se producen en el mundo sobrepasan el 20% por el
deterioro microbioldgico y fisioldgico, como consecuencia de factores de orden
tecnolégico como inadecuado proceso de recoleccion, empaques no apropiados e
insuficientes vias para la transportacion, entre otros, lo que se traduce en un corto
periodo de almacenamiento (Almeida et al., 2011). Los factores mas importantes
en la composicion quimica que afectan la manera en que se conserva un alimento
son el contenido de agua. La actividad del agua se refiere al estado de energia del
agua en el alimento, lo que determina si se produciran reacciones quimicas y/o
creceran microorganismos (Quintero et al., 2010).

Con la finalidad de prolongar la vida postcosecha de los productos
hortofruticolas se han implementado diferentes tecnologias tales como:

almacenamiento a bajas temperaturas, aplicacion de radiaciones gama-



ultravioleta, la conservacion por atmosfera controlada, la utilizacion de empaques
plasticos, el uso de peliculas y la aplicacion de recubrimientos comestibles (RC),
entre otras (Aguilar et al., 2011). Un RC se puede definir como una matriz
transparente continua, comestible y delgada, que se estructura alrededor de un
alimento generalmente mediante la inmersion del mismo en una solucidn
formadora del recubrimiento con el fin de preservar su calidad y servir de
empaque. Los RC han tenido gran importancia en la vida de anaquel de los
alimentos, permiten el control respiratorio, retrasan el envejecimiento y se controla
la transferencia de agua y gases como el oxigeno, dioxido de carbono, la tasa de
crecimiento microbiano, pueden regular distintas condiciones de interfase o
superficiales del alimento, a través del agregado de aditivos como antioxidantes,
agentes antimicrobianos y nutrientes (Barbosa-Canovas et al., 2003).

Los RC pueden ser elaborados a partir de una gran variedad de polisacaridos,
proteinas y lipidos, solos o en combinaciones que logren aprovechar las ventajas
de cada grupo, dichas formulaciones pueden incluir, conjuntamente plastificantes y
emulsificantes que se utilizan por su diversa naturaleza quimica con la finalidad de
ayudar a mejorar las propiedades tales como: comestibilidad, dureza,
transparencia, barreras contra el oxigeno y vapor de agua (Ribeiro et al., 2007).
Los polisacaridos y las proteinas son polimeros que forman redes moleculares
cohesionadas por una alta interaccion entre sus moléculas, por lo que le confiere a
los RC buenas propiedades mecanicas y de barrera a gases (O, y CO,),
retardando la respiracion y envejecimiento de muchas frutas y hortalizas (Eric,
2009).

Los polisacaridos son los hidrocoloides mas utilizados en la industria
alimenticia, los mas utilizados en la formacién de RC son: las pectinas de alto y
bajo metoxilo, la celulosa y sus derivados, el alginato, el quitosano, la dextrina, el
carragenato, y las goma arabiga, entre otros (Krochta y Mulder-Johnston, 1997). El
desarrollo de RC a base de polisacéaridos ha conllevado un incremento significativo
en la industria de alimentos debido a las diferentes aplicaciones que estos

confieren y la magnitud de productos que pueden ser tratados. Por otro lado



presentan una interesante alternativa debido a su facil procesamiento, bajo costo,
abundancia y facil manipulacion. Los lipidos se caracterizan por ser hidrofébicos y
no poliméricos, presentando excelentes propiedades de barrera frente a la
humedad, se han utilizado las ceras (abejas, candelilla y carnauba), resinas,
monoglicéridos, diglicéridos y los acidos grasos tales como el acido esteérico,
palmitico, laurico y oleico, entre otros (Kester y Fennema, 1986).

Otros componentes de gran importancia en la elaboracién de RC son los
plastificantes y emulsificantes. En el caso particular de los plastificantes
(moléculas pequeiias de bajo peso molecular), se adicionan con el objetivo de
mejorar la flexibilidad y funcionabilidad de los recubrimientos, haciéndolos menos
fragiles. Dentro de los agentes plastificantes utilizados se encuentran: el glicerol,
acidos grasos, sorbitol, aceites, ceras y otros, mientras que los emulsificantes
favorecen la dispersion del lipido en la matriz hidrocoloide y reducen la actividad
de agua superficial (Bustos, 1998).

Sin embargo, actualmente no se han utilizado hongos como fuente de obtencion
de moléculas para elaboracion de RC, ya que son una potencial alternativa debido
a que producen polisacaridos, proteinas y lipidos con actividades biolégicas
importantes y posiblemente con caracteristicas adecuadas para la formulacion de
RC, esperando ademas que tuvieran actividades adicionales como inhibicién del

crecimiento de ciertos microorganismos.

CAPITULO 2. ANTECEDENTES

Como consecuencia de la modificacidén de los patrones alimentarios y del modo de
vida (disminucién de la actividad fisica), el sobrepeso y la obesidad han sido en
aumento conjuntamente con las enfermedades cronicas asociadas a éstos:
diabetes y enfermedades cardiovasculares (Rivera et al., 2012), por eso se busca
la forma de incrementar el consumo de vegetales y frutas minimamente
procesadas, que son componentes esenciales de una dieta saludable y un

consumo diario suficiente podria contribuir a la prevencion de enfermedades



cardiovasculares, obesidad, diabetes mellitus y algunos tipos de cancer (Mardones
et al., 2009).

Se sabe que entre un tercio y la mitad de los agentes implicados en las muertes
por cancer y enfermedades cardiovasculares son factores dietéticos, se calcula
gue cada afio podrian salvarse 1.7 millones de vidas si se aumentara el consumo
de frutas y verduras (Saxena et al.,, 2012). La importancia que conlleva la
conservacion de las futas y verduras para la alimentacion han originado varios
métodos de conservacion. Los diferentes tipos de alimentos se conservan y
procesan en diferentes formas para extender el periodo de tiempo en que son
transportados, exhibidos en un negocio, comprados por el consumidor y
finalmente consumidos. La composicion quimica y fisica de los alimentos ayuda a
determinar el tipo de proceso requerido para su conservacion (Barbosa-Canovas
et al., 2003). Los métodos de conservacion de frutas se basan en factores que
afectan el crecimiento de microorganismos y los cambios quimicos causados por

las enzimas.

2.1 CONSERVACION DE ALIMENTOS

La alimentacion siempre ha sido una necesidad fundamental del hombre, por ello
la importancia de la conservacion de alimentos y esta se clasifica en diferentes
métodos que existen y que son necesarios para la conservacion de los mismos
(Desrosier, 1981). La sociedad a lo largo de la historia fue aprendiendo de manera
empirica formas y métodos tradicionales para conservar los alimentos, entre los
mas comunes se encuentran: el salado, el curado, el ahumado, el escabeche, el
refrigerado y el calor (Trejo, 2010). Estos métodos eran precarios, pero se fueron
perfeccionando debido a las necesidades del trayecto del campo hacia las
grandes ciudades. Esto desde luego, provocO una alta demanda de productos
animales y vegetales (Bello, 2011). Al existir mayor demanda de productos, la
prioridad fue inventar un sistema que incluyera la recepcion, el manejo y la venta

de productos a gran escala.



Aplicar métodos de conservacion a los alimentos, ayuda a que aumente su vida
atil conservando la mayoria de sus nutrientes, los cuidados después de aplicar un
método de conservacion, son fundamentales para que los alimentos lleguen en
buenas condiciones y cuando se ha aplicado el método mas idéneo de acuerdo a
las caracteristicas de un alimento, se garantiza que se mantenga en condiciones
inocuas para el consumidor, es primordial prepararlo para su almacenamiento,
distribucion y venta, aumentando su vida de anaquel, ya sea por un plazo corto o
largo, hasta que llegue al consumidor final (Bosquez, 2003). Los métodos de
conservacion se basan en el control de temperatura, humedad, acidez o presencia
de oxigeno, sin embargo el consumidor busca alimentos que conserven sus
caracteristicas nutricionales y sensoriales (Barbosa-Canovas et al.,, 2003). La
industria alimentaria intenta ofrecer al consumidor una amplia variedad de
alimentos sanos y de calidad en cualquier época del afio, ademas de facilitar la
comercializacion de productos alimenticios entre diferentes paises, sin importar su
ubicacién, se ha innovado en diversas tecnologias para la conservacion de
alimentos como la pasteurizacion, esterilizacion, coccion, fritura, refrigeracion,
congelacion, liofilizaciéon, entre otras.

Las frutas y hortalizas frescas son una fuente de alimento de gran importancia,
sin embargo la alteracion microbiana provoca grandes pérdidas durante el
crecimiento o almacenamiento refrigerado. La descomposicion de las frutas se
atribuye normalmente a levaduras o mohos: como el moho gris (Botrytis cinerea),
mohos negros y azules (de los géneros Aspergillus y Penicillium) y Rhizopus,
dentro de las bacterias estan algunas del género Erwinia y Pseudomonas.

Se ha reportado que los microorganismos producen enzimas pectinoliticas y
celuloliticas que destruyen el tejido vegetal, por ello el ablandamiento de estos
productos (Bosquez y Colina, 1999). Generalmente, estos microorganismos se
esparcen por las moscas que atacan mas facilmente a este grupo de alimentos si
reciben dafios mecénicos. La industria de los alimentos clasifica a los productos
frescos como aquellos que tienen mas riesgos de descomponerse, aunque

también cuentan con mayores valores nutricionales (Esquivel et al., 2005). La



conservacion de alimentos, en particular de frutas y hortalizas, permite disponer de
ellos fuera de su temporada, distribuirlos a diferentes mercados, tanto nacionales
como extranjeros. Dentro de los frutos mas susceptibles al ataque de
microorganismos después de la cosecha y durante su almacenamiento son la
fresa, papaya, guayaba, uva, zarzamora, frambuesa etc. Este grupo de frutos son
muy perecederos y se caracterizan por tener una vida muy corta después de la

cosecha en condiciones optimas de manejo (Alzamora et al., 2004).

2.1.1 CULTIVO Y CONSERVACION DE FRESA

La fresa es una fruta no climatérica, altamente apreciada por los consumidores
debido a sus excelentes propiedades organolépticas. Las fresas deben
cosecharse cuando el 75 por ciento de su superficie se ha puesto rojo y el fruto
esta todavia firme. La fresa es muy perecedera y se deteriora dentro de los 2 0 3
dias de la cosecha en condiciones ambientales naturales. La temperatura es un
factor muy importante en la duracion de la fresas. A medida que la temperatura
sube, estas se ablandan muy rapido y es infectada por hongos. Para que duren
mas tiempo, las fresas deben ser cosechadas cuando sale el sol, transportadas al
lugar de procesamiento lo mas rapido posible, y mantenidas a la sombra en un
lugar fresco hasta su procesamiento (Alzamora et al., 2004).

La conservacion de la fresa constituye un problema para los productores y la
industria. La fresa es infectada por Botrytis cinerea en el campo, permaneciendo
en estado latente hasta alcanzar las condiciones atmosféricas adecuadas para
generar esporas. Estas esporas se diseminan en los periodos de lluvia,
depositandose en distintas partes de la planta. Inicialmente se ponen de
manifiesto a nivel de la flor, localizandose en la base del receptaculo, pero con la
maduracion del fruto se vuelven visibles coincidiendo con el periodo de
postcosecha. Finalmente, cuando las condiciones son las adecuadas, crece
rapidamente destruyendo totalmente a la fresa (Beltran et al., 2010). No obstante,
aun se esta trabajando en estrategias que permitan la deteccion oportuna de

sustancias toxicas producidas por hongos fitopatégenos que atacan a frutas y



hortalizas, lo cual representa un posible riesgo para la salud del consumidor
(Lagunes y Trigos, 2006).

La fresa es una de las frutas de color rojo con mayor aceptaciéon mundial y una
fuente rica en vitamina C, minerales, flavonoides y carotenoides. Estudios
recientes han evidenciado que el consumo de frutos de color rojo reducen el
riesgo a padecer enfermedades degenerativas (Restrepo et al., 2010).

Los principales productores de fresa son China, Estados Unidos de América y
México (Tabla 1).

Tabla 1. Paises con mayor produccion de fresa a nivel mundial 2017

Pais Produccion (ton) Porcentaje
China, Continental 3,717,283 40.3
Estados Unidos de América 1,449,280 15.7
México 658,436 7.1
Espaia 360,416 3.9

(FAOSTAT, 2017)

En México el cultivo de fresa es considerado como una de las actividades mas
importantes dentro de la produccion agricola debido a la gran demanda que
genera, por esta razén México es el tercer proveedor de fresa fresca en el
mercado internacional, con el 7.1% del valor de las exportaciones mundiales
(FAOSTAT, 2017). Aunque es un fruto muy apreciado tiene la desventaja de ser
muy perecedero, debido a su elevada respiracion y la carencia de barrera exterior
gue limita la retencién de agua (Min et al., 2005). Otras caracteristicas que limitan
la conservacion de la fresa es su poca resistencia a los dafios mecanicos y al
ataque microbiologico (Fraire-Cordero et al., 2003).

La rapida perecebilidad de la fresa hace necesario el desarrollo de nuevas
tecnologias para reducir el deterioro microbiologico y la pérdida de atributos de la
calidad. Esto ha estimulado la busqueda de nuevos sistemas naturales de

conservacion, basados en RC (Gonzalez-Aguilar et al., 2009). Lipidos, resinas,
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polisacaridos y proteinas son los materiales comunmente utilizados en la
produccién de dichos RC. Dependiendo de las caracteristicas deseadas, los RC
se pueden hacer usando un tipo de material o una mezcla de ellos, teniendo en
cuenta sus ventajas y desventajas.

Uno de los métodos de conservacion es el desarrollo de RC para incrementar la
conservacion de alimentos esto se debe fundamentalmente a las exigencias, cada
vez mayores, de reducir el impacto en la contaminacion ambiental que se ha
producido con el incremento de desechos generados por el uso de envases y
plasticos de origen sintético o no biodegradable para el empacado y distribucidon
de alimentos (Bésquez, 2003). Una de las alternativas mas viable para solucionar
esta problematica, la constituye el desarrollo de materiales biodegradables con
propiedades funcionales como empaqgues que ofrezcan costos competitivos a los

materiales de empaque plasticos actuales (Bosquez, 2003).

2.1.2 RECUBRIMIENTO COMESTIBLE
Los RC en la mayoria de los casos se les llama aditivos ya que no proveen un
valor nutricional significativo al alimento, por otro lado, si de alguna forma
incrementan el valor nutricional del alimento pueden ser calificados como
ingredientes. Los RC no deben presentar sabor o de lo contrario debe ser
compatible con el alimento al cual se esta recubriendo (Debeaufort y Quezada-
Gallo, 1998). Debido a que los RC son tanto componentes del alimento como
empaques del mismo deben reunir los siguientes requisitos (Krochta et al., 1994).

e Alta eficiencia mecanica y de barrera.

e Estabilidad bioquimica, fisicoquimica y microbiana.

e Deben estar libres de toxicos.

e Seguros para la salud.

e De tecnologia simple.

¢ No deben de tener contaminantes.

e De bajo costo tanto de materiales como en los procesos.

e Pueden ser ingeridas por el consumidor.
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e Su uso reduce los desechos y la contaminacién ambiental.

e Preservan las propiedades organolépticas, mecanicas y nutricionales de
los alimentos, incluso pueden mejorar las propiedades

e Proporcionan proteccion individual a pequefias porciones de alimento.

e Pueden ser usadas en alimentos heterogéneos como barrera entre los
componentes.

Las cubiertas o recubrimientos involucran la formacion de una estructura del
polimero, directamente en la superficie del objeto que se pretende proteger o
mejorar de alguna manera, los recubrimientos llegan a ser parte del producto y
permanecen en el mismo durante su uso y consumo (Krochta y De Mulder-
Johnson, 1997; Trejo, 2010). Los RC pueden incrementar el periodo de vida uatil y
mejorar el aspecto del producto, el cual resulta con mas brillo y por ello mas
atractivo para algunos consumidores, también tienen sus limitantes pues entre las
principales desventajas que se han reportado de las formulaciones actuales, se
encuentra el hecho de que pueden generar el desarrollo de sabores y olores
desagradables como resultado de la induccion de anaerobiosis, 0 que la cubierta
se vuelve quebradiza proporcionando un aspecto desagradable a la superficie del
producto (Nussinovitch y Lurie, 1995).

También existen los revestimientos denominados recubrimientos funcionales,
que han innovado a partir de tres diferentes polisacaridos. Entre los nuevos
materiales, se encuentran: el galactomanano, heteropolisacarido obtenido de la
leguminosa Gleditsia triacanthos; el quitosano, polisacarido natural biodegradable,
biocompatible, no téxico y un excelente formador de peliculas y agar de Gracilaria

birdiae proveniente de una alga roja rica en polisacaridos (Soto, 2009).

2.1.3 USO DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Aunque pareciera que el uso de los recubrimientos comestibles en alimentos es
nuevo, desde hace mucho tiempo se ha aplicado. Durante los siglos Xll y XlIl por
ejemplo, la cera fue aplicada a los citricos para retrasar su deshidratacion

(Debeaufort et al., 1998). En el siglo XVI, en Inglaterra, se utilizé6 un recubrimiento
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de manteca para cubrir cortes de carne con el fin de prevenir el encogimiento y asi
prevenir la pérdida de humedad de los alimentos. De mediados de los 50’s a
mediados de los 80’s se realizd bastante trabajo orientado al uso de peliculas y
recubrimientos para extender la vida de anaquel y mejorar la calidad de alimentos
frescos, congelados y procesados, el cual se ha reportado tanto en la literatura
cientifica como de patente, las ceras fueron las primeras cubiertas comestibles
empleadas en frutas y en el afio de 1930 se disponia comercialmente de ceras de
parafina derretidas en caliente para su aplicacibn como recubrimiento de
manzanas y peras (Bosquez, 2003).

A partir de los anos 70’s, los polimeros petroquimicos, han sido el material mas
extensamente usado debido a su alto rendimiento y su bajo precio. Sin embargo,
los problemas ambientales asociados al uso de materiales no biodegradables han
impulsado a los cientificos a buscar nuevos materiales alternativos biodegradables
(Peterson y Stading, 2005). La grasa de cerdo o cera fue usada para cubrir la fruta
y otros productos alimenticios en Inglaterra (Miller y Krochta, 1997). En el siglo
XIX, las peliculas de gelatina fueron usadas para cubrir carnes y la sacarosa fue
escogida como un RC protector, sobre almendras y avellanas, para prevenir la
oxidacion y la rancidez (Debeaufort et al., 1998). Recubrimientos de cera sobre
frutas y verduras, recubrimientos de zeina sobre caramelos y de azlcar sobre
almendras son los ejemplos comerciales mas comunes de RC. Moléculas
derivadas de celulosa (carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa vy
metilcelulosa) han sido usados como ingredientes en RC para frutas, verduras,
carnes, almendras, productos de confiteria, panaderia, granos y otros productos
agricolas (Han et al., 2005).

2.1.4 RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES FORMADOS A BASE DE
DIFERENTES MATERIALES

Actualmente los recubrimientos comestibles tienen una amplia variedad de
aplicaciones: cubiertas de chocolate para nueces y frutas, cubiertas de cera para

frutas y hortalizas, fundas para salchichas, entre otros. Los retos técnicos
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involucrados en producir alimentos y conservarlos con calidad estable, indican que
el uso de este tipo de recubrimientos y peliculas serd mayor de lo que actualmente
es (Bosquez, 2003).

El desarrollo de recubrimientos comestibles aplicados a productos
hortofruticolas (Figura 1) tanto frescos como minimamente procesados ha
generado recientes avances sobre la vida de anaquel de dichos alimentos
(Quintero et al.,, 2010). Sin embargo, a pesar de que la informacidén técnica
disponible para la elaboracion de recubrimientos es amplia, no es universal para
todos los productos, lo que implica un reto para el desarrollo de recubrimientos

especificos para cada alimento (Bésquez, 2000).

Figura 1. Aplicacién de recubrimientos comestibles en frutas

En el caso particular de frutas y hortalizas para consumo en fresco, los
recubrimientos comestibles proporcionan una cubierta protectora adicional cuyo
impacto tecnolégico es equivalente al de una atmdsfera modificada, por lo tanto
representan una alternativa a este tipo de almacenamiento ya que es posible
reducir la cinética de los cambios de calidad y pérdidas en cantidad a través de la
modificacion y control de la atmosfera interna en estos productos vegetales (Park,
1995). Se han utilizado principalmente moléculas de origen vegetal, como es el
caso del almidén, ya que es econdmico, facilmente disponible y relativamente facil

de manipular, la amilosa es el compuesto responsable de la formacion de
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recubrimientos en el almidon y su uso para tal fin se ha extendido en los ultimos
afios, los recubrimientos elaborados con este material presentan baja
permeabilidad al oxigeno (Rojas-Grau et al., 2009).

Los RC estan formados por mezclas de polisacaridos bajo condiciones donde
los componentes individuales por si solos no forman gel, pero las mezclas si lo
hacen. Los mecanismos para gelificacibn son aun controvertidos pero hay
evidencia considerable en todos los casos de que algun tipo de enlace
intermolecular entre el polisacarido y el plastificante que contribuye a la formacion
de una red permanente. Un plastificante es una sustancia estable, no volatil con
alto punto de ebullicién, la cual contribuye al cambio de propiedades fisicas y
mecénicas de un material al ser adicionada a éste (McHugh y Krochta, 1994a). La
adicidon de un plastificante permite la obtencion de una pelicula mas flexible, décil y
resistente (Guilbert y Biquet, 1986).

Uno de los plastificantes mas utilizado en la elaboracion de recubrimientos y
peliculas comestibles es el glicerol adicionado generalmente a bajas
concentraciones (Arvanitoyannis et al., 1998) generalmente se requieren
plastificantes como el glicerol en las formulaciones a base de polisacaridos y de
proteinas, para aumentar la flexibilidad de los recubrimientos. Los plastificantes
afectan la capacidad de atracciébn de agua del sistema y generalmente suelen
aumentar la permeabilidad al oxigeno de los recubrimientos comestibles (Rojas-
Grau, 2006).

Rodriguez-Marin et al. (2013) elaboraron un RC utilizando harina de arroz y
platano mediante el método de vaciado en placa, usando un disefio central
compuesto rotacional para optimizar sus propiedades mecanicas y de barrera. Se
evaluaron diferentes concentraciones de glicerol y de nanoparticulas
(montmorillonita de sodio). Mediante el analisis de superficie de respuesta se
encontr6 que cuando se tiene una combinacion de altas concentraciones de
nanoparticulas con bajas concentraciones de glicerol, se mejoran las propiedades,
obteniéndose RC con mejores propiedades de barrera. Estas caracteristicas son

importantes para empaque de alimentos, ya que de esta manera pueden
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conservar su integridad. El almidon es considerado un polimero con alto potencial
para aplicaciones en plasticos biodegradables, debido a su disponibilidad en la
naturaleza y bajo costo. Sin embargo, el almidén de platano no reune todas las
propiedades necesarias. Ademas, para mejorar las propiedades de los RC de
almiddén, se han realizado diversos estudios en los cuales, se ha evaluado la
adicion de otros biopolimeros como polisacéaridos no amilaceos (pectinas, gomas,
quitosano), proteinas y lipidos (Mali et al., 2005). La mezcla de estos biopolimeros,
gue produce diferentes interacciones quimicas y fisicas, propiedades mecanicas y
de barrera de los RC elaborados. El usar una mezcla natural de polisacaridos,
proteinas y lipidos, obtenida de fuentes agricolas, como las harinas, tiene la
ventaja de contener estos componentes en su medio ambiente original, sin
necesidad de aislarlos y después mezclarlos, lo cual podria proporcionar un nuevo
material para la RC, asi como para empaque de alimentos (Mali et al., 2004).

Solis (2016) evalu6é las propiedades de barrera y la funcionalidad de
recubrimientos a base de un biopolimero de interés hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), derivado de la celulosa que genera RC transparentes y con buena
resistencia mecéanica. Se elaboraron y caracterizaron recubrimientos comestibles a
base de HPMC y se disefiaron formulaciones de soluciones filmogénicas a base
de distintas concentraciones de HPMC, usando glicerol como plastificante y
contrastando las mismas formulaciones sin la adicion de glicerol. Se
caracterizaron las peliculas en su solubilidad y propiedades de barrera:
permeabilidad al oxigeno (PO,) (método ASTM S-1434) y permeabilidad al vapor
de agua (PVA) (Método ASTM E-96-00). Los RC resultantes fueron transparentes,
la adicion de glicerol en la formulacién mejoroé la integridad y manejo de la pelicula,
pero incrementd la permeabilidad al vapor de agua. Se han utilizado en general
polisacéaridos derivados principalmente de plantas, sin embargo es sabido que los
hongos presentan diferentes moléculas de interés que podrian darle
caracteristicas especiales a este tipo de productos.

Batori et al. (2017) elaboraron un RC a base de pectina-celulosa, un nuevo

enfoque para el reciclaje de residuos de citricos los cuales contienen varios
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polimeros, los residuos de naranja se han investigado para la produccion de
recubrimientos comestibles, utilizando la capacidad gelificante de la pectina y la
resistencia de las fibras celulésicas. Se utilizé un método de colada para formar un
RC a partir de los residuos de naranjas previamente lavados, secos y molidos. Se
compararon dos métodos de secado de RC, un horno de laboratorio y un agitador
de incubadora. Las imdgenes SEM confirmaron una morfologia del RC més liso
cuando el agitador de la incubadora se uso para secar.

Durango et al. (2006) desarrollaron recubrimientos a base de almidén de fiame
(Dioscorea sp.) y quitosano (CH), preparados por termo-gelatinizacion usando
suspensiones de 4% de almidén de fiame (w/w) y 2% de glicerol (w/w). El
quitosano fue agregado en concentraciones de 0.5% y 1.5% (w/w). La maxima
actividad antimicrobiana se obtuvo en el RC que contenia 1.5% (w/w) de
quitosano. A esta concentracion el conteo de este grupo de microorganismos se
redujo en 2.5 ciclos logaritmicos en los trozos de zanahoria que se almacenaron
durante 15 dias. El recubrimiento con una concentracion de 0.5% (w/w) de
quitosano control6 el desarrollo de mohos y levaduras durante los primeros cinco
dias de almacenamiento. Después de este tiempo las muestras evaluadas
generaron un conteo similar al de la muestra control. Como resultado general, el
uso de recubrimientos antimicrobianos basados en quitosano (1.5% wi/w) y
almidon de fhame mostré que es una alternativa viable en el control de microbiota
presente en zanahorias minimamente procesadas, ya que se logrd inhibir
sustancialmente el crecimiento de bacterias acido lacticas, coliformes totales,
microorganismos psicro-trofos, aerobios meséfilos, mohos y levaduras.

Rojas-Gral et al. (2007) aplicaron un RC a partir de alginato y goma gellan
adicionadas con N-acetilcisteina y glutation como agentes antipardeamiento, a
trozos de manzana de la variedad Fuji. Con el objetivo de mejorar sus propiedades
de barrera, fue agregado en la formulacion de los RC aceite de girasol enriquecido
con acidos grasos esenciales (Q3 y Q6), lo que constituye uno de los aspectos
innovadores como alternativa para la encapsulacion de compuestos lipidicos

nutracéuticos. Por otro lado, la adicién de aceite vegetal incremento la resistencia
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al transporte de vapor de agua desde 15.7 y 14.60 s/cm hasta 19.2 y 27.6 s/cm
para alginato de sodio y goma gellan respectivamente, permitiendo disminuir la
pérdida de peso, turgencia de los tejidos e incrementar el efecto nutracéutico de
los frutos minimamente procesados.

Carneiro-da-Cunha et al. (2009) hicieron un RC a partir de la goma exudada
(goma policaju) del arbol de marafnén (Anacardium occidentale) se han hecho RC
a base de goma policaju. Estas fueron evaluadas por su opacidad, fuerza tension,
porcentaje de elongacion a la rotura y permeabilidad al vapor de agua. Ademas,
propiedades tales como humectabilidad y tensién superficial fueron cuantificadas
mediante su uso como recubrimiento en manzanas Golden.

Souza et al. (2010) elaboraron un RC a base de goma policaju, fueron probados
en mango fresco (Mangifera indica var. Tommy Atkins), con el objetivo de
determinar su efecto en la vida de anaquel de dicho producto fresco en
refrigeracion, como resultado se pudo determinar que actia como una barrera
frente al transporte de masa al reducir la pérdida de peso.

Ribeiro et al. (2007) estudiaron la capacidad de recubrimientos a base de
polisacéaridos (almidén, carragenina y quitosano) para extender la vida de anaquel
de frutos de fresa (Fragaria ananasa) y su posible aplicacion industrial. La mejor
humectabilidad se logré con combinaciones de 2% de almidén y 2% de sorbitol;
0.3% de carragenina, 0.75% de glicerol y 0.02% de tween 80; 1% de quitosano y
0.1% de tween 80 respectivamente. La permeabilidad al oxigeno en peliculas de
carragenina representd aproximadamente el 40.0% del valor obtenido con
recubrimientos comestibles de almidén. La adicibn de calcio a la solucién
formadora del RC a base de almidon produjo un incremento en el espesor del RC,
sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en la permeabilidad al
oxigeno entre las que poseian CaCl, en su formulacion y las que se preformaron
sin la adicion de dicha sustancia. El efecto de los recubrimientos sobre las frutas
fue caracterizado a través de la determinacién de cambios de color, firmeza,
pérdida de peso, sélidos solubles y crecimiento microbiano durante seis dias. Al

final no se encontraron diferencias significativas en el color, la minima pérdida de
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firmeza fue obtenida en frutos recubiertos con carragenina adicionada con cloruro
de calcio. La pérdida minima de biomasa se obtuvo con recubrimientos
comestibles basados en carragenina y quitosano adicionados con cloruro de
calcio. La menor tasa de crecimiento microbiano se observé en fresas recubiertas
con quitosano y cloruro de calcio. Por altimo la aplicacion a nivel industrial de RC
de carragenina enriquecidos con cloruro de calcio, produjo una disminucién en la
pérdida de firmeza en el fruto en contraste con las frutas que no fueron

adicionadas con el RC.

2.2 PRINCIPALES HONGOS PRODUCTORES DE METABOLITOS

Los hongos constituyen un conjunto de organismos unicelulares y pluricelulares.
Estan formados por células eucariotas con una pared rigida, y se caracterizan por
presentar nutricion heterétrofa por absorcidn, reproduccion asexual y sexual
(Herrera y Ulloa, 1990). Anteriormente se sugirid que el nimero total de especies
de hongos no sobrepasaba los 100.000, sin embargo, en la actualidad este dato
se ha estimado en 1.5 millones de especies. Es por ello que estos organismos se
han convertido en el segundo grupo mas numeroso de especies después de los
insectos (Feofilova, 2001). La mayoria de los hongos poseen un papel importante
en la naturaleza, en la que se hallan ampliamente distribuidos, degradando y
reciclando la materia organica muerta. Desde tiempos remotos, los hongos han
sido considerados como medicamentos eficaces para el tratamiento de diversas
enfermedades humanas (Herrera y Ulloa, 1990). Las propiedades medicinales se
deben a diferentes componentes celulares y metabolitos secundarios que han sido
aislados e identificados a partir del cuerpo fructifero, cultivo sélido o cultivo liquido,
los cuales han mostrado efecto antitumoral, antiviral, antibacteriano vy
antiparasitario (Tang et al., 2007). Estas bondades han intensificado en los ultimos
tiempos el uso de estos organismos en la formulacion de alimentos funcionales
con base en micelio (biomasa) o extractos mezclados de diversos hongos
(Hincapie et al., 2005). En las ultimas décadas la produccion mundial de hongos

ha crecido vertiginosamente. Segun datos de la Organizacién de las Naciones
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Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), en el afio 2000 alcanzé los 2.6
millones de toneladas, y para el afio 2007 ésta llegd a 3.4 millones de toneladas,
presentando asi un incremento del 30.8%. Como principal productor se encuentra
China con el 52.5%, seguido de Estados Unidos con el 8.0%, Japon 7.9%, Francia
5.9% y Holanda 3.9%. A nivel de América Latina, México ocupa el primer lugar de
produccion con el 52%. Del total de especies de hongos menos de un 10% son
conocidos. Muy pocos han sido estudiados desde el punto de vista comercial, y
menos de 25 especies son aceptados como alimento. Esto es lamentable, dado
gue estos macromicetos constituyen una amplia y poco explotada fuente de

nuevos productos naturales (Tang et al., 2007; Porras et al., 2009).

2.2.1 Humphreya coffeatum

Los basidiomicetos constituyen una clase de hongos representada por mas de
30,000 especies (Brizuela et al., 1998). La caracteristica comun a estos
organismos es la presencia de basidios, células especializadas que tras la
cariogamia y la meiosis producen en promedio cuatro basidiésporas en su parte
exterior (Santafé y Zuluaga, 2007). Los basidiomicetos como hongos se han
caracterizado por ser productores de una amplia gama de metabolitos
biolégicamente activos, que abarca desde componentes estructurales con
actividad antitumoral e inmunolégicamente activos, hasta agentes antimicrobianos,
antifingicos, antivirales, citostaticos, enzimas, reguladores de crecimiento y
aromas (Brizuela et al., 1998). Reportes recientes sugieren que compuestos
derivados de basidiomicetos como Sarcodon scabrosus, Coprinus comatus,
Agaricus campestris, Agaricus bisporus, Lentinus edodes y Tricholoma matsutake
poseen actividades antiproliferativas y citotdxicas en células cancerigenas
humanas (Porras et al., 2009). Dentro de la clasificacion de los basidiomicetos
pertenecientes a la familia Ganodermataceae, género Ganoderma, han sido en las
tltimas décadas uno de los grupos mas estudiados principalmente en paises
asiaticos, debido a su amplio intervalo de productos de interés farmacolégico
(Hincapie et al., 2005).
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El hongo Humphreya coffeatum es un basidiomiceto y es perteneciente a la
familia de G. lucidum, los hongos del género Ganoderma han sido muy utilizados
en la medicina tradicional China, y en los Ultimos afios se han estudiado sus
efectos farmacoldgicos en pacientes con hepatitis, hiperglicemia, bronquitis
cronica, cancer, distrofia cronica, arterosclerosis, hipertension, hipercolesterolemia
y leucemia obteniéndose resultados promisorios (Santafé y Zuluaga, 2007). Los
compuestos quimicos con mayores propiedades bioactivas son los triterpenoides y
polisacéaridos. Los polisacaridos existen extensamente en los hongos y son
ademas los mayores componentes de las paredes celulares; sin embargo, los
triterpenoides son especialmente encontrados en el género Ganoderma y los que
han sido aislados corresponden principalmente a acidos ganodéricos, acidos
lucidénicos y ganodérioles (Berovi€ et al., 2003). Los polisacaridos pueden ser de
diferente composicidon quimica. La mayoria pertenecen al grupo de los B-glucanos,
los cuales poseen enlaces (-(1,3) en la cadena principal y puntos de ramificacion
B-(1,6) que son necesarios para su accion antitumoral (Tang et al., 2007). El nivel
de su actividad esta intimamente relacionado con su peso molecular, las
ramificaciones y el grado de solubilidad en agua. Entre mas alto sea el peso
molecular, menor la cantidad de ramificaciones y mayor la solubilidad en agua,
mejor sera su actividad (Santafé y Zuluaga, 2007). La calidad y el contenido de
sustancias fisioldgicamente activas varia de cepa a cepa, y depende también de la
ubicacién, condiciones de cultivo y del crecimiento del hongo (Berovi€ et al., 2003).

Dentro del género Ganoderma la especie Ganoderma lucidum, conocido
también como Reishi o Ling-Zhi, ha sido uno de los organismos mas utilizados en
Asia para estudios preclinicos donde sus fracciones de polisacaridos han
demostrado potentes efectos (Rusell y Paterson, 2006). El hongo G. lucidum
crece libremente en bosques de casi todas las latitudes céalidas del planeta, tanto
asiaticas como americanas y amazonicas, mas en los climas subtropicales que en
los templados (Santafé y Zuluaga, 2007). Sin embargo, la cantidad de setas
existentes en la naturaleza no son suficientes para la explotacion comercial. Por

ello, su cultivo en sustratos solidos, medio liquido estacionario o cultivo sumergido
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(éste dltimo con mayor auge en los ultimos tiempos), se ha convertido esencial
para satisfacer la creciente demanda en los mercados internacionales (Berovi¢ et
al., 2003). Actualmente, son diversos los productos con G. lucidum o compuestos
extraidos a partir de él que pueden encontrarse en el mercado, algunos son:
gotas, café, pastillas en capsulas de gelatina y gel, tdnicos, productos cosméticos,
crema para las manos y crema dental (Hincapie et al.,, 2005). Son multiples las
investigaciones que se han realizado sobre G. lucidum para la produccion de
biomasa y polisacaridos intra y extracelulares. Gran parte de estos estudios se
han enfocado en conocer la influencia de las condiciones de operacién del cultivo
para maximizar sus valores. Algunas de las variables estudiadas incluyen
composicion del medio de cultivo, densidad del in6culo, pH, temperatura, agitacion
y suministro de oxigeno (Huang et al., 2009).

El trabajo realizado por Fang y Zhong (2002) sobre el efecto de la
concentracion inicial de la fuente de carbono y nitrégeno para la produccion de
metabolitos a partir de G. lucidum, mostré que la glucosa a una concentracion de
50 g/L favoreci6 el crecimiento celular y la formacién de polisacéaridos
intracelulares con valores de 16.7 g/L y 1.19 g/L, respectivamente. Asi mismo, el
estudio permitié concluir que la combinacion de las fuentes complejas de nitrogeno
peptona y extracto de levadura resulta 6ptima para la formacion de biomasa y
metabolitos. Babitskaya et al. (2005) reportaron que G. lucidum fue capaz de
crecer dentro de un amplio intervalo de pH (3.0 - 7.5), siendo 6ptimo un pH inicial
comprendido entre 6.0 y 7.0. Sin embargo, la produccion de exopolisacéaridos se
vio estimulada a pH mas bajos (4.0 y 6.0). En cuanto a la temperatura, los autores
hallaron que valores entre 25 — 30 °C resultaron 6ptimos tanto para el crecimiento
como para la produccién de exopolisacéaridos (Babitskaya et al., 2005).

Otra de las condiciones que influye en el cultivo de microorganismos es la
velocidad de agitacion, la cual debe mantener un equilibrio entre la transferencia
de oxigeno y el esfuerzo cortante, factores que aumentan con el incremento de
este parametro (Wagner et al.,, 2003). Yang y Liau (1998) estudiaron que a un
intervalo de agitacion de 50 a 200 rpm a nivel de matraces con una cepa de G.
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lucidum, la densidad més alta de biomasa se obtuvo a 100 rpm, mientras que la
produccion mas alta de Exopolisacaridos (EPS) se logré a una velocidad de 150
rpm, sugiriendo que el aumento de la agitacion estimula la sintesis de estos
metabolitos. El impacto del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
(KLa) en un cultivo de G. lucidum fue estudiado por Tang y Zhong (2002). En su
trabajo reportaron que el nivel inicial del KLa tiene un efecto significativo en el
crecimiento celular durante el cultivo. La produccion y productividad de
polisacéaridos extracelulares e intracelulares fue relativamente baja para valores de
KLa de 60 h™, mientras que a valores relativamente altos de KLa (78.2 y 96 h™) su
produccion se vio favorecida. En cuanto a la evaluacion del oxigeno disuelto (OD),
G. lucidum crecié rapidamente a valores relativamente altos (alrededor del 25% 25
de saturacion del aire) mientras que a valores de 10 % de saturacion presento
limitaciones en su crecimiento. Asi mismo, la produccién de metabolitos fue
superior para valores del 25% de saturacion. Otro de los enfoques que se le ha
dado a los estudios con G. lucidum es el efecto de la adicidon de estimulantes para
la produccién de biomasa y polisacaridos.

Yang et al. (2000) reportaron que algunos acidos grasos promueven la
biosintesis de metabolitos, encontrando que el &cido palmitico mejord la
produccion de polisacéaridos y el acido oleico el crecimiento celular. Huang et al.
(2009) estudiaron la adicion de aceite de maiz al medio de cultivo. En el trabajo
encontraron que al utilizar una cantidad inicial de 2% de aceite, la biomasa
alcanz6 un maximo de 12.9 g/L y los polisacéaridos 1.038 g/L, comparado a 4.3 g/L
y 0.4 g/L que se habian obtenido sin adicion para la biomasa y polisacaridos,
respectivamente.

El Humphreya coffeatum podria tener un fuerte potencial para el desarrollo de
bioproductos, estudios realizados por Porras et al. (2009) acerca de este hongo,
han sido una base primordial para el posterior seguimiento de nuevas
investigaciones y el aprovechamiento del mismo siguiendo el modelo biolégico
usado en G. lucidum para la busqueda de metabolitos de interés en cultivo

sumergido. En el trabajo realizado por Porras et al. (2009), se logré la adaptacion
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de la cepa de Humphreya coffeatum al laboratorio a partir del cuerpo fructifero, y
se determinaron las condiciones de cultivo necesarias para la produccion de
biomasa, obtencion y cuantificacion de polisacaridos bajo diferentes variables. Los
valores que favorecieron una mayor expresion de biomasa y polisacéaridos fueron
lactosa 50 g/L, como fuente de nitrégeno: peptona 5 g/L extracto de levadura 10
g/L, y pH inicial de 4.5, con valores maximos de 15.5 g/L y 6.9 g/L para biomasa y
exopolisacéridos (EPS), respectivamente utilizaron una cepa aislada de la ciudad
de Tierra Alta, en el norte de Colombia (Coérdoba, Colombia).

En el Estado de Morelos, en el municipio de Tlaquiltenango, se aislo la cepa de
Humphreya coffeatum (HEMIM-140), la cual estd depositada en el herbario

micoldgico de Morelos (Figura 2).

Figura 2. Humphreya coffeatum (HEMIM-
140) cultivada.

El género Humphreya a lo largo del tiempo, se le han atribuido diferentes
sinbnimos. El mas actualizado es Humphreya coffeata (Berk.) Steyaert [as
‘coffeatum’], Persoonia (1972). Algunos de los sindnimos que ha tenido son:
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e Ganoderma coffeatum (Berk.) J.S. Furtado. (1967)

e Ganoderma flaviporum (Murrill) Sacc. y Trotter. (1912)
e Amauroderma flaviporum Murrill, N. Amer. Fl. (1908)
e Amauroderma coffeatum (Berk.) Murrill, Bull. (1905)

e Scindalma coffeatum (Berk.) Kuntze, Revis. (1898)

e Scindalma hemibaphum (Berk.) Kuntze, Revis. (1898)
e Fomes coffeatus (Berk.) Sacc., Syll. fung. (1888)

e Fomes hemibaphus (Berk.) Cooke, Grevillea. (1885)
e Fomes augustus (Berk.) Cooke, Grevillea. (1885)

e Polyporus augustus Berk., Hooker's J. Bot. (1856)

e Polyporus hemibaphus Berk., Hooker's J. (1856)

e Polyporus coffeatus Berk., Ann. (1839)

En la Tabla 2 se presenta la clasificacibn taxondmica del hongo Humphreya
coffeatum (Indexfungorum, 2019).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica

Reino Fungi

Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Polyporales
Familia Ganodermataceae
Género Humphreya
Especie coffeatum

2.2.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Humphreya coffeatum

Pileo 1.5-10.5 cm de diametro, plano convexo a depreso; superficie rugosa,
finalmente velutinosa a lisa, con zonaciones concéntricas pardo amarillento, pardo
negruzco y pardo anaranjado (Figura 3) (Mata et al., 2003).

Contexto: 0.2-0.5 cm de grosor, blanco amarillento a pardo claro.
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Olor a papa y sabor amargo.

Himenoforo: tubos 0.1-0.5 cm de largo blanco grisaceo a beige pardusco; poros 4-
5 por mm, blancos amarillo verdoso.

Estipite: 2.5- 15.5 cm de largo, 0.5-2 cm de ancho, uniforme, central, algunas
veces lateral; superficie finalmente velutinosa a lisa, pardo anaranjado a pardo
oSscuro.

Habito: solitario a gregario

Habitat: sobre raices y madera enterrada o en el suelo

Estacionalidad: de julio a noviembre

Distribucion: América central, América del sur e islas del caribe.

Observaciones: esta especie se caracteriza por las zonaciones de la superficie del
pileo, de tonos pardo claro y pardo oscuro a pardo anaranjado, ademas por el

blanco amarillento de los poros.

Figura 3. Humphreya coffeatum
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La basqueda de técnicas y procesos que permitan incrementar la vida atil de frutos
frescos es un reto, por lo que las investigaciones al respecto se contintdan
haciendo, cuidando que la calidad nutrimental y organoléptica de estos productos
se mantengan. Dentro de estas tecnologias se encuentra el uso de recubrimientos
comestibles (RC) para proteger productos hortofruticolas. Los RC ayudan a
disminuir el desperdicio de alimentos perecederos provocados por el inadecuado
manejo post-cosecha ocasionado por dafios fisicos, microbiolégicos y de
almacenamiento logrando conservar a los frutos por mas tiempo. Los RC de
origen natural son susceptibles a la degradacion y no generan residuos que se
acumulan en el ambiente; estos RC se elaboran principalmente con polisacaridos
de almidén (de fuentes como el maiz, papa, yuca), quitosano (proveniente del
exoesqueleto de crustaceos), etc., sin embargo, la investigacion de nuevas
fuentes de polisacaridos se realiza continuamente, por lo que en este trabajo se
elaboré por primera vez un RC a partir de polisacaridos obtenidos del hongo
Humphreya coffeatum, mostrando propiedades y caracteristicas que permiten
incrementar la vida Gtil de fresas y con potencial uso en diferentes productos
hortofruticolas frescos.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Elaborar y caracterizar un RC a partir PS producidos por H. coffeatum crecido en

cultivo liquido y evaluar su eficiencia en fresas frescas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar los PS extracelulares producidos por H. coffeatum crecido en

cultivo liquido.
e Elaborar y caracterizar un RC con los PS.
e Realizar pruebas de calidad a fresas frescas cubiertas con el RC y

almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion.

4.3 HIPOTESIS
Los PS producidos por H. coffeatum mediante cultivo liquido permitirdn elaborar

un RC que permita incrementar la vida util de fresas frescas.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS

En la Figura 4 se muestra el diagrama general del proyecto de investigacion

Humphreya coffeatum

V!
Cultivo liquido
|/
\ V%
M1 v, M2
Etanol al
96%
\V/ Espectrofotometria
PS ‘ Gli ‘ Pec Obtencion de PS
E [ 05% | 0.7% v Peso seco
Elaboracion de RC
G
.\l/ = Aplicacion en la fresa
Caracterizacion por inmersion
v v
pH
ESEM 4°C || T°amb
spesor
FTIR T %
SO|l|;l)li)/lg\dad SsT
pH del jugo de fresa

% de infeccion
% de acidez titulable
Contenido de fenoles totales
% de Inhibicion del radical DPPH y ABTS

Figura 4. Diagrama general del proyecto de investigacion
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5.1 ORGANISMO DE ESTUDIO Y MEDIO DE CULTIVO
Se utiliz6 la cepa de Humphreya coffeatum (Berk.) Steyaert del Herbario
Micolégico de Morelos (HEMIM-140), que pertenece al cepario del Laboratorio de
Micologia, del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos (UAEM).

La composicion del medio de cultivo (M1) que se utilizé contiene (g/L): 0.5 de

MgSOy; 1 de KH,PO4 - H,0; 5 de peptona; 50 de lactosa y 10 extracto de levadura

(Porras-Arboleda et al., 2009) y el M2 contiene los mismos, solo se modificé la

cantidad de extracto de levadura 15 (g/L).

5.2 CONDICIONES DE CULTIVO Y CUANTIFICACION DE BIOMASA EN
CULTIVO LIQUIDO

El cultivo liquido se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de
medio con un pH inicial de 5.0. Cada matraz se inocul6 con tres fragmentos de 4
mm de didmetro de micelio de Humphreya coffeatum crecido en agar dextrosa
papa (PDA). Se incubaron a 30°C con agitacion orbital a 130 rpm. Se tomaron
muestras cada 24 h hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento del hongo.
La biomasa (X) producida se separd por filtracion y se secé en horno a 60°C
durante 24 h y se reportd el peso seco y al extracto obtenido se le determiné el

pH. El experimento se realiz6 por triplicado.

5.3 OBTENCION Y CUANTIFICACION DEL POLISACARIDO A PARTIR DE
CULTIVO LiQUIDO

La obtencion del PS, se realizé mediante el método descrito por Wan et al. (2016).
Se separo la biomasa del caldo de cultivo por medio de filtracion, se le agreg6 50
mL de etanol al 96% y se mantuvo a 4 °C por 48 h, se coloco en tubos falcon
previamente pesados y por centrifugacion se separé a 7800 rpm por 20 min. Se
cuantifico el PS por dos métodos: 1) Cuantificando azucares totales mediante el
método de fenol-acido sulfurico a una absorbancia de 490 nm (Masuko et al.,

2005) y 2) Por peso seco del polisacarido (PS), se separ¢ el caldo de cultivo del
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PS y colocé en tubos falcon previamente tarados, posteriormente se determiné la

cantidad de PS por diferencia de peso.

5.4 ELABORACION DEL RECUBRIMIENTO COMESTIBLE

5.4.1 PREPARACION DE LA SOLUCION FORMADORA DEL RECUBRIMIENTO
Los PS se sonicaron durante 60 min y se agitaron durante 20 min, hasta obtener
una mezcla homogénea. Posteriormente se realizaron diferentes combinaciones
variando el contenido de glicerol, pectina y PS. Para realizar la caracterizacion

fisica de los RC se realizaron peliculas de cada una de las combinaciones.

5.4.2 ELABORACION DE PELICULAS POR EL METODO DE CASTING

Las soluciones de vertieron en cajas Petri de 60 x 15 mm se metieron en un horno
de convencion forzada a 60°C durante 24 h. Cada formulacion se hizo por
triplicado una vez formadas la peliculas se almacenaron a temperatura ambiente

para su posterior caracterizacion.

5.4.3 EVALUACION DEL ESPESOR DE LAS PELICULAS

El espesor se midio instrumentalmente con la ayuda de un Micrémetro Digimatic
IP65 digital Mitutoyo, modelo MDC-1 “MJ”, con un error permisible de + 0.00005 y
se tomaron seis medidas en diferentes puntos del diametro de la pelicula para
verificar que el espesor promedio no superara 1mm de espesor, marcado en la
norma ASTM D 882-02.

5.4.4 EVALUACION DE LA SOLUBILIDAD DE LAS PELICULAS

Para determinar la solubilidad de las peliculas se realiz6 el procedimiento marcado
en la norma ASTM D 570-98. Se cortaron muestras del RC de 2x2 cm, se pesaron
(peso seco inicial; PSI) y se colocaron en 30 mL de agua durante 24 h,
posteriormente se retir6 el agua y los RC se colocaron en una estufa a 100°C por

24 h. Finalmente, se pesaron los segmentos de pelicula para determinar el peso
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de la pelicula no solubilizada (PSNS). El porcentaje de material soluble se calculo

con la relacion del PSI, PSNS y el peso de la muestra.

5.4.5 PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

Las pruebas de permeabilidad se realizaron de acuerdo a la norma Standard Test
Methods for Water Vapor Transmission of Materials (ASTM E96-00). Se cortd una
seccién circular de 8 mm de didmetro del cada uno de los RC, y se midio el
espesor con ayuda del micrometro digital Digimatic IP65 MINTUYO,
posteriormente las muestras se colocaron en un vial de 2 mL de capacidad,
conteniendo 1 mL se solucion sobresaturada de nitrato de potasio (KNO3) para
generar una humedad relativa constante. Los viales serdn colocados en un
deseador contenia silica de gel con indicador de humedad como agente
desecante. La variacion en el peso se registr6 cada h en una balanza analitica

durante 8 h.

5.4.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Las pruebas de las peliculas por espectroscopia de Infrarrojo con Transformada
de Fourier fueron realizadas en un espectrofotometro de FTIR marca PerKinElmer
Sspectrum Two con Software Spectrum®, las muestras se analizaron en el modo

de transmitancia en el intervalo de 650 a 4000 cm™.

5.4.7 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Se observé la morfologia de las peliculas en el Microscopio electronico de barrido
marca JEOL Modelo JSM-60102, utilizando 3 KV y magnificaciones de 100x, 300x,
500x, 1000x y las muestras fueron fotografiadas.
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5.5 APLICACION Y CARACTERIZACION DEL FRUTO

5.5.1 APLICACION POR INMERSION DEL RC EN FRESAS

La fresa es una suculenta fruta de temporada color rojizo brillante, con un aroma y
sabor exquisito, para el experimento se utilizd fresa que se cultiva en la zona
oriente del Estado de Morelos, en el poblado de Oacalco en Yautepec; en este
lugar se pueden observar grandes hectareas en las que se siembra este fruto
(Figura 5). Las fresas utilizadas fueron recién cosechadas y se seleccionaron
considerando que fueran las de mejor tamafio, color y ausencia de dafos visibles
(Figura 6). Las fresas seleccionadas se lavaron y posteriormente se sumergieron
por tres min en agua. Se formaron cinco lotes, se pesaron para llevar a cabo la
aplicacion de los recubrimientos, las fresas se sumergieron (1 min) en cada uno de
los RC y se dej6 secar el fruto, fueron envasadas en charolas y se dividieron en
los siguientes tratamientos A) almacenamiento a temperatura ambiente sin RC, B)
almacenamiento en refrigeracién 4°C, sin RC, C) almacenamiento a temperatura
ambiente con RC y D) almacenamiento en refrigeracion 4°C con RC; cada unidad
experimental contenia ocho fresas, con tres repeticiones por tratamiento (Figura

7). Se analiz6 su vida de anaquel durante 30 dias y cada cinco dias se analizaron

algunos parametros fisicos del fruto (pH, color, textura etc.).

f "5 o R T A . ' L PP e Y e

Figura 5. Fresas cultivadas en el poblado de Oacalco en Yautepec, Morelos.
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Figura 6. Seleccion de fresas de mejor Figura 7. Aplicacion de RC en fresa

calidad

5.5.2 DETERMINACION DEL PESO DE LAS FRESAS

La tasa de pérdida de peso de las fresas se determind mediante el uso de una
balanza digital; realizando registros cada cinco dias. Los frutos se mantuvieron en
condiciones de refrigeracion y temperatura ambiente. Se evalué por diferencia
entre el peso de las fresas en el dia cero y de cada uno de los dias de evaluacion.

Los resultados se expresaron en porcentaje.

5.5.3 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Para la realizacion de los posteriores ensayos, cada cinco dias de muestreo, se
obtuvieron fresas de cada uno de los lotes experimentales de refrigeracion y
temperatura ambiente, las fresas se pesaron y se les agregd agua para
macerarlas en proporcion (1:1), posteriormente se filtr6 y se guardd en tubos
Eppendorf para su posterior andlisis.

5.5.4 DETERMINACION DEL VALOR DEL pH DEL JUGO DEL FRUTO

Se realiz6 utilizando un potenciometro.

5.5.5 SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (SST)
Se determinaron con un refractbmetro de mano y se expresaron como °Brix,

calibrado con una gota de agua destilada.
33



5.5.6 PORCENTAJE DE INFECCION

El porcentaje de infeccion se determind mediante la siguiente formula: % de
infeccion = Numero de frutos infectados x 100/Numero de frutos tratados. Para
severidad de infeccion micelial se usé una escala subjetiva de 5 niveles; donde
(0), representa a los frutos sanos, (1) del 1-25%, (2) del 26-50%, (3) del 46-75%, y
(4) del 76-100% de superficie infectada.

5.5.7 DETERMINACION DE ACIDEZ TITULABLE (AT)

Se realizd con base en la metodologia reportada por la (A.O.A.C., 1984). Se tomo
un 1 mL de cada uno de los extracto (apartado 5.5.3) y se adicionaron 9 mL de
agua. Posteriormente se titulé con hidréxido de sodio 0.1 N, utilizando como
indicador de fenolftaleina (2 gotas) en solucion alcohdlica al 1%. El porcentaje de
acidez se calcul6 con relacion al acido citrico (meg= 0.064), el cual es el acido que

se encuentra en mayor proporcién (Hancock, 1999).

5.5.8 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

La determinacion de los compuestos fendlicos totales (MgAGE/L) se efectud por el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Se utilizaron como muestra cada uno de
los extractos (apartado 5.5.3) que se diluyeron (1:10), se tomé 50 uL de dichas
muestras y se le adicion6é 200 pL del reactivo Folin Ciocalteu, 800uL de Na,CO,
(10 %), se agitaron las muestras y se dejo en reposo por 1 h en la obscuridad a
temperatura ambiente. Se tomo la lectura en un espectrofotometro a 765 nm. Se
utilizé una curva de calibracion de &cido galico para su cuantificacion (Singleton y
Rossi, 1965).

5.5.9 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH Y ABTS

Se utilizaron como muestra cada uno de los extractos (apartado 5.5.3) que se
diluyeron (1:10), se tom6 50 pL y se le adicioné 790 yL de metanol y 78 L de
solucion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) se agitaron las muestras y
se dejé en reposo por 45 min en la obscuridad a temperatura ambiente (Hung y
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Nhi 2012). Se midié la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro. La
actividad se expresé como porcentaje de inhibicion del radical DPPH calculado
con la siguiente formula: % Inhibicion = [(Absorbancia inicial —Absorbancia final)/
Absorbancia inicial] x 100 (Hung y Nhi, 2012).
% de inhibicién = Abs (t=0) — Abs (t=30) X 100
Abs (t=0)
Donde: Abs (t=0) es la absorbancia del radical DPPH a tiempo cero

Abs (t=30) es la absorbancia del DPPH y el extracto a tiempo de 45 min.

El porcentaje de inhibicion del radical ABTS, se realiz6 con una solucién
preparada con ABTS (7.0 mM) y persulfato de potasio (2.45 mM), la cual, se dej6
reposar en oscuridad durante minimo 16 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se tomdé un pequefio volumen de la solucion de ABTS y se diluyo
con agua destilada hasta alcanzar una absorbancia inicial de 0.7 a 734 nm. Se
tomaron 50 puL de cada uno de los extractos (apartado 5.5.3) que se diluyeron
(1:10) y se adiciono 2.9 ml del reactivo cation radical ABTS y se dejé incubar
durante 6 min a temperatura ambiente. La absorbancia se midié en un
espectrofotometro a 734 nm. El porcentaje de inhibicion se calculara de la
siguiente manera.
% de inhibicién = Abs (t=0) — Abs (t=30) X 100

Abs (t=0)
Doénde: Abs (t=0) es la absorbancia del radical ABTS a tiempo cero

Abs (t=30) es la absorbancia del ABTS y el extracto a tiempo de 6 min.
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5.6 ANALISIS ESTADISTICOS

Para el andlisis estadistico de los datos, se realiz6 un ANOVA, para comparar Si
existen diferencias entre los tratamientos evaluados; el nivel de significancia
utilizado en todos los analisis fue de p< 0.05 Cuando existieron diferencias
significativas entre los tratamientos se realiz6 la prueba de Tukey. Todos los

andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico
Minitab_18.1.exeSe.

CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1 CONTENIDO DE PS

La cuantificacion del PS mediante el contenido de azUcares fue a las 336 h en M1
(1.28 g/L) y M2 fue de 1.71 g/L (Figura 8).
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Figura 8. Contenido de PS de H. coffeatum de M1y M2.

En la cuantificacion del PS por peso seco se obtuvo en M1 0.3327 g/L a las 336 h
y en M2 0.4027 g/L a las 336 h (Figura 9).
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Figura 9. Contenido de PS por peso seco de M1y M2.

6.2 CUANTIFICACION DE BIOMASA EN CULTIVO LIQUIDO DE M2

La biomasa maxima fue de 18.9 g, se realizd el cultivo hasta las 552 h y no fue

posible determinar la fase estacionaria, por lo que se realiz6 el modelamiento de la

biomasa por la ley de Maltus (Figura 10). H. coffeatum presenté una tasa

especifica de crecimiento () de 0.0047 h™, su tiempo de duplicacién fue de

147.47 h.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de H. coffeatum en medio liquido
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6.2.1 DETERMINACION DE pH DEL MEDIO DE CULTIVO M2
El pH inicial del medio de cultivo fue 5, se registraron pH de 5.07, 3.77, 4.90, en
general estuvo alrededor del pH inicial (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de pH del cultivo liquido de Humphreya coffeatum
6.2.2 DETERMINACION DE PS POR PESO SECO M2
Se obtuvieron dos polisacéaridos, uno de apariencia fibrosa (F) y de consistencia

gelatinosa (G) (Figura 12). EI PS (F) se obtuvo a las 456 h (1.407 g/L) (Figura 13)
y la de PS (G) fue a las 336 h (13.424 g/L) (Figura 14).
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Figura 12. Obtencion de los PS’s de H. coffeatum por cultivo liquido.
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Figura 13. Contenido de PS (F) de Humphreya coffeatum
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Figura 14. Contenido de PS (G) de Humphreya coffeatum

6.3 ELABORACION Y CARACTERIZACION DEL RC
Las peliculas se elaboraron segun indica en la tabla 3, las cuatro peliculas fueron

seleccionadas y se caracterizaron (Figura 15).

Tabla 3. Formulacion de peliculas comestibles
PELICULAS (6 mL)

COMPONENTE MUESTRA H,O GLICEROL PECTINA
(mL) (mL) 0.5% (mL) 0.7% (9)
PECTINA (Control; 6 0.03 0.042
57P)
FIBROSO (57F) 3 3 0.03 0.042
GELATINA (57G) 1.32 4.74 0.03 0.042
COMBINACION G F 1.68 0.03 0.042
(57GF) 3 1.32
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Figura 15. Peliculas comestibles

6.3.1 ESPESOR DE LAS PELICULAS

La pelicula de mayor espesor fue la 57GF (contenia ambos polisacaridos) con
0.052 mm y la pelicula 57F fue de 0.049 mm, la pelicula 57G y 57P (control)
fueron las de menor espesor con 0.044 mm y 0.032 mm. De acuerdo al analisis de
varianza realizado, mostré diferencias significativas (Figura 16) entre las peliculas
evaluadas F=63.80, GI= 3, P<0.000.
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Figura 16. Espesor de las peliculas
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6.3.2 SOLUBILIDAD DE LAS PELICULAS

En general las peliculas fueron muy solubles (Figura 17), la formulacion 57G
presentdé mayor solubilidad el 100%, al igual que el control (57P), siendo diferentes
estadisticamente 57F con 97.51% y 57GF que present6 97.11%, la combinacion

de ambos polisacaridos presenté menor solubilidad.
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H
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Figura 17. Porcentaje de solubilidad al agua de
las peliculas

6.3.3 PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

En la Figura 18 se muestra el indice de permeabilidad al vapor de agua, cada
muestra se hizo por triplicado, las muestras menos permeables fueron 57F y
57GF, las mas permeables 57P y 57G. De acuerdo al andlisis de varianza

realizado, mostré diferencias significativas entre las peliculas evaluadas.
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Figura 18. PVC de peliculas

3.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR) DE LOS POLISACARIDOS G Y F DE LAS PELICULAS

En la Figura 19 se muestra el espectro de FTIR de los polisacaridos G, F y la
peliculas 57P, 57F, 57G y 57 GF todas con un porcentaje de 0.7% de pectina y
0.5% de glicerol. Se puede observar que los dos espectros de FTIR presentan
patrones similares de absorbancia. La regién encontrada en los polisacaridos
entre los 3300-3400 cm™ se identific6 como la regién de CH estiramiento de
alquinos y de 1690-1630 cm™ amidas, 1400-1250 cm™* NO,, 1150-1100 cm™
sulfonas y la regién de 800-560 cm™ se identifica como la zona C-Br.

En los espectros de las peliculas (Figura 20) se pueden observarse las sefales
tipicas de las pectinas, como la zona en 1750 cm™ referida como una banda sola
aguda correspondiente al grupo carboxilico esterificado (estiramiento C = O)
(Cerna et al., 2003). Este pico es un poco mas alto que el encontrado en la region
de 1600-1650 cm™ por el estiramiento del carbonil en el grupo carboxilico.
Cuando existe adicion de glicerol (en la pelicula) es posible observar bandas mas
definidas entre 1020 y 1100 cm™, esto concuerda con Pérez-Mateos et al. (2009),

guienes reportaron este mismo efecto esto debido a los enlaces C-OH y C-O-C.
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Las bandas amplias y cortas 2945 cm™* corresponden al estiramiento de OH en
los grupos carboxilicos (Tripathi et al., 2010). Estas bandas se muestran mas
definidas en el espectro de la pelicula que en el del extracto péptico. De igual
manera, la banda encontrada entre 3300 y 3400 cm™* es mas intensa y definida en
el espectro de la pelicula se identifico la region CH de estiramientos alquinos y la
longitud del estiramiento se puede deber al PS que se esta utilizando se puede
notar que 57GF y 57F son los estiramientos mas largos.
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Figura 19. Espectro de FTIR de los Figura 20. Espectro FTIR de las peliculas
polisacaridos formadas
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6.3.5 ANALISIS DE ESTRUCTURA DE LAS PELICULAS POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Las peliculas mostraron diferencias notables en su estructura dependiendo el tipo
de polisacaridos presente. En términos generales las peliculas 57G muestran una
estructura rugosa, presentando particulas sélidas en la superficie de forma
heterogénea. En las 57F y 57GF mostraron algunas partes homogéneas, pero
también se presentaban algunos grumos. Las peliculas que presentaron la
superficie mas lisa fueron las elaboradas uUnicamente con pectina (57P), sin
embargo en algunas partes se presentaron grumos (Figura 21). Lo sugiere que se
debe mejorar el proceso de solubilizacion de cada uno de los componentes de los
PC.

Figura 21. Microscopia electrénica de barrido de peliculas 57P, 57F, 57G y 57GF
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6.4 CARACTERIZACION DE LAS FRESAS

6.4.1 DETERMINACION DEL PESO

En la evaluacion de la pérdida de peso de las fresas con el recubrimiento a
temperatura ambiente y en refrigeracion, las formulaciones que incluian el PS de
H. coffeatum se observé un efecto positivo en t/amb, disminuyendo el porcentaje
de pérdida de peso, comparado con las fresas control, que a los 5 dias ya habia
perdido 57P un 35.93% y las S/RC un 96.1% de peso. Los recubrimientos que
presentaron mayor proteccion para la pérdida de peso a los 5 dias, son las que
contenian el recubrimiento con una pérdida de 4.56%, 4.47%, 4.72 para 57F, GF,
y 57G (Figura 22). En refrigeracion la pérdida de peso fue menor, pero las que
tuvieron mas pérdida a los 5 dias fueron 57P con 3.94% y S/RC con 12.56%. Las
peliculas 57F, 57GF y 57G tuvieron una pérdida de alrededor del 3%,
posteriormente S/RC y 57P tuvieron un efecto negativo incrementando la pérdida
de peso del fruto durante su almacenamiento y a los 20 dias ya habiamos perdido
el 100%. Los recubrimientos que mas se prolongaron hasta los 30 dias de
almacenamiento fueron 57F y 57GF que perdieron el 25.19% y 254 %
respectivamente esto indica que debido al PS de H. coffeatum produjo una
pelicula méas resistente a la difusion del agua originando una mejor barrera de
proteccion evitando asi la deshidratacion (Figura 23). En los recubrimientos que
contenian PS se observa que la pérdida de peso es mayor cuando las fresas no

se almacenan en temperaturas de refrigeracion.
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Figura 22. Pérdida de peso de fresas a temperatura ambiente
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Figura 23. Pérdida de peso de fresas a 4°C
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6.4.2 DETERMINACION DE pH

La fresa se clasifica como una fruta &cida debido a que presenta valores de pH
que varian entre 3.2 y 3.4 (Charalambous, 1986). En las figuras 24 y 25 se
muestra el pH en los diferentes dias de almacenamiento se mantuvo en un rango

de 3 a 4, tanto en temperatura ambiente y en refrigeracion.
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Figura 24. pH de fresas a temperatura ambiente
14 -
- —=4=SIN/RC  =fli=57P 57F  =4=57G =¥=57GF
10 -
s

0 5 10 15 20 25 30

Dias de almacenamiento

Figura 25. pH de fresas a 4 °C
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6.4.3 SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (SST)

En los frutos carentes de azucar como la mora y la fresa, la acumulacién de
azucar proviene de la reserva de carbohidratos de la planta, debido la baja
capacidad fotosintética de estos frutos (Azcon y Talon, 1993). En las Figuras 26 y
27 se observa que en los primeros dias de incubacion el contenidos de azucares
es bajo y al avanzar su contenido aumenta, en general fue de aproximadamente 5

OBrix.
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Figura 26. Contenido de azucar a t/amb
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Figura 27. Contenido de azucar a 4° C
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6.4.4 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INFECCION

Las fresas que se mantuvieron a temperatura ambiente S/RC y 57P el porcentaje
de infeccion al dia 10 fue de 100 %. Los recubrimientos con PS: 57F, 57GF y 57G
presentaron un 100% de infeccion hasta los 20 dias (Figura 28). Las fresas a
temperatura de refrigeracion S/RC y 57P a los 20 dias presentaron el 100% de
infeccion, 57G a los 30 dias tuvieron el 100% y en 57F, 57GF tuvieron un
porcentaje de infeccidon del 33.33% Yy 44.44% respectivamente (Figura 29), lo que
sugiere que la presencia de ambos PS’s y el fibroso mantuvieron sin presencia de
contaminantes, sin embargo dichas fresas se deshidrataron, por lo que se podria

mejorar los RC en disminuir la perdida de agua por el fruto.
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Figura 28. Porcentaje de infeccion de fresas almacenadas durante

20 dias a temperatura ambiente.
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Figura 29. Porcentaje de infeccion de fresas almacenadas durante

30 dias en refrigeracion.

6.4.5 DETERMINACION DE ACIDEZ TITULABLE (ATT)

Los resultados obtenidos de acidez titulable en las muestras en t/amb vy
refrigeracién se mantuvieron similares al control 2.08% de ATT que corresponde al
dia cero (Figura 30 y 31). Hubo un pequefio incremento en los ultimos dias de

incubacioén en ambos condiciones.
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Figura 30. Acidez titulable de fresas almacenadas durante 20 dias

a temperatura ambiente
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Figura 31. Acidez titulable de fresas almacenadas durante 30 dias a 4 °C

6.4.6 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES
El valor de compuestos fendlicos en la muestra control en el dia cero es de 524.25
mg GAE/L, a los 5 dias las fresas tratadas S/RC los compuestos fenélicos fueron

de 787.68, de las de 57F, 57GF, 57G fue de 673.79, 668.47 y 594.39 mg GAE/L
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respectivamente (Figura 32). En refrigeracion el control fue de 504 mg GAE/L y a
los cinco dias de almacenamiento de 57F, 57GF y 57G se mantuvieron en 722.40,
661.52 y 591.85 mg GAE/L (Figura 33). Se puede observar que en 57F aumento el
contenido fendlico tanto en t/amb y refrigeracion a comparacion del control, a lo
largo del tiempo de almacenamiento y también entre los distintos tratamientos. Los
valores méas altos de compuestos fendlicos fue de las fresas que tenian con el
recubrimiento 57F alcanzando valores de 742.77 mg GAE/L a los 20 dias de
almacenamiento, posteriormente a los 30 dias se redujo a 650.87 mg GAE/L y
57GF también mostro altos compuesto fendlicos con 711.29 mg GAE/L a los 30
dias. Las fresas son consideradas una fuente importante de acido elagico, y

poseen un alto contenido en acidos p-cumarico y p-hidroxibenzoico.
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Figura. 32 Compuestos fendlicos totales en t/amb
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Figura 33. Compuestos fendlicos totales en 4 °C

6.4.7 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO ABTS Y DPPH

En los resultados obtenidos se observa una tendencia que a medida que trascurre
el tiempo de incubacion de la fruta, se presenta una mayor capacidad de inhibicién
del radical libres ABTS®*, a los 20 dias de almacenamiento en t/amb en 57F y
57GF se presentan valores de 48.0% y 39% (Figura 34) En refrigeracion 57F,
57GF y 57G presentan un 44.6%, 41.4% y 38.1% respectivamente (Figura 35).
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Figura. 34. Capacidad antioxidante del radical ABTS en t/amb
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Figura. 35 Capacidad antioxidante del radical ABTS en 4°C

En los resultados de la medicion de la actividad del radical DPPH, el control fue de
89.07 %, a los 20 dias de almacenamiento en t/amb en 57F y 57GF se presentan
valores de 90.42% y 89.07% (Figura 36). En refrigeracion 57F%, 57GF% y 57G%
presentan un 85.45%, 81.36% y 80.14% respectivamente (Figura 37).
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CAPITULO 7. DISCUSION

Muchos basidiomicetos tienen diferentes compuestos de los cuales se han
reportado importantes actividades biologicas, como es el caso de ciertos
polisacaridos que tienen potencial y aplicacion industrial (Xu et al., 2008; Gao et
al., 2005; Lin, 2006). Estos compuestos se encuentran en los cuerpos fructiferos,
el micelio y el caldo de cultivo. Los hongos han sido reconocidos desde tiempos
remotos en paises orientales y ahora a nivel mundial por su potencial
biotecnoldgico (Hincapie et al., 2005). Dentro de los mayores productores de estos
metabolitos se encuentra Ganoderma lucidum, un basidiomiceto ampliamente
estudiado para el tratamiento de multiples enfermedades (Puerta y Zapata, 2006),
sin embargo, el hongo H. coffeatum (conocido popularmente como una medicina
herbal) se ha dado a conocer en la medicina natural en el tratamiento de
enfermedades, este hongo tiene similaridad taxonémica a G. lucidum, lo que
sugiere que tendria también una capacidad de produccién de agentes activos
similares y ha abierto la posibilidad de descubrir nuevas actividades y
componentes bajo condiciones controladas en cultivo sumergido (Jong Yy
Birmingham, 1993; Yuen y Gohel, 2005; Rhee et al., 2008).

El cultivo sumergido se utiliza ampliamente para crecer hongos, debido a la
facilidad de controlar variables importantes como son: la temperatura, la relacion
C/N del medio de cultivo, el contenido de oxigeno, la velocidad de agitacion, el pH,
transferencia de masa y energia, entre otras (Tang et al., 2007). Porras et al.
(2009) reportaron la produccién de biomasa de 12 g/L (336 h) de H.coffeatum a un
pH de 4.5, en este trabajo con la misma especie y un medio idéntico (M1) y otro
con mas fuente de nitrégeno (M2), se obtuvo 8.09 g/L (M1) y 8.48 g/L (M2) de
biomasa a las 336 h, lo que indica que la cepa utilizada en este trabajo crece mas
lento, ya que en el medio M2 se modifico la relacion C/N (5) comparado con el
medio M1 (7) y no hubo incremento significativo en la biomasa. En el M2 la
maxima produccion de biomasa fue de 18.9 g/L pero a las 552 h, se utilizé lactosa
como fuente de carbono, debido a que en varios trabajos se ha mostrado que la
lactosa es mejor fuente para el crecimiento de Ganoderma, en comparacion con la
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maltosa, glucosa y sacarosa, siendo este ultimo en el que menos crece el micelio
(Tang et al., 2002). Por lo que es importante optimizar la condicion de cultivo para
la cepa de H.coffeatum, para mejorar la produccion de biomasa y produccion de

polisacéridos.

La producciéon de polisacaridos de hongos pueden ser intracelular (dentro del
micelio) o extracelular, (secretados fuera del micelio) (Ubaidillah et al., 2015).
Supramani et al. (2019) reportaron la optimizacion de polisacaridos de una cepa
silvestre de Ganoderma lucidum, utilizando metodologia de superficie de
respuesta en cultivo liquido obtuvo 5.19 g/L de biomasa méaxima y 2.64 g/L de
exopolisacarido a un pH inicial de 4.0, 26.52 g/L de glucosa y 103 rpm, y el
méaximo de polisacérido intracelular (1.57 g/L) fue a pH de 4.0, 40.45 g/L y 103
rpm. En este trabajo solo se obtuvd el exopolisacarido y a diferencia del trabajo
anteriormente mencionado no se centrifugo, solo se eliminaba la fase liquida por lo
gue se pudieron recuperar dos polisacéaridos se obtuvo 1.4 g/L del PSFy 13. 4 g/L
PS G. Wan et al. (2016) obtuvieron 0.58 g/L para G. lucidum a los 264 h crecido
en biorreactor, que coincide con lo obtenido en este trabajo que fue de 0.576 g/L
de PS. Porras et al. (2009) para H. coffeatum reportaron 6.9 g/L de PS y Gallego y
Garcia (2009) reportan una produccién en birreactor de 1.053 g/L a las 240 h.
Wagner et al. (2004) obtuvieron el PS hasta 456 h (1.4 g/L), pero observo que a
las 240 h los pellets se rompieron, lo que coincide con el inicio de la produccién de
PS, como también lo reportaron Gallego y Garcia (2009) que durante la
fermentacién la biomasa es cubierta por una sustancia gelatinosa que reacciona
fuertemente con el método del fenol-acido sulfarico indicando la presencia de
polisacéaridos. Yang y Liau (1998) expusieron un caso similar con G. lucidum en
donde se encontré que los polisacaridos recién formados se adherian al micelio,
disminuyendo de esta manera la secrecién de estos al medio de cultivo. Es este
trabajo de investigacion se produce desde las 96 h el PS F siendo muy baja la
cantidad, sin embargo el PS G inicia hasta las 192 h y es del que se obtiene mayor

cantidad, se observd que conforme paso el tiempo de fermentacion el medio
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modific6 su aspecto, haciéndose mas denso, lo que podria ser debido al

incremento de la produccion de ambos PS.

Los RC son elaborados a partir de polisacaridos, proteinas y lipidos (Park, et
al., 2005). Se ha reportado que los hongos pueden llegar a presentar entre 50-
80% de PS, de los cuales, dependiendo el tipo de hongo pueden ser: Quitina,
celulosa, quitosano, glucanos (alfa y beta) y mananos, por lo que son una
alternativa de obtencion PS. Hay reportes en los que se esta utilizando quitosano
en la elaboracion de RC, sin embargo aun es complejo el proceso de elaboracion.
El uso RC en alimentos actualmente estd impactando en la conservacion, debido a
que puede incrementar la viabilidad durante el almacenamiento (Beverly, et al.,
2008). Es el primer trabajo en él se utilizan PS producidos por hongos para la
formulacion de un RC que present6 caracteristicas 6ptimas para ser utilizadas en
la conservacion de alimentos frescos. Dentro de las caracteristicas de los RC esta
el espesor, al ser delgado, formara una capa fina y delgada sobre el alimento
(Sperling, 2005; Romero-Bastida et al., 2005), que permite que el recubrimiento no
afecte la apariencia de los frutos, los resultados obtenidos en este trabajo el RC de
mayor espesor fue 57GF con 0.052 mm, que es delgado y no interfiere en el

aspecto del fruto.

La solubilidad involucra la penetracion de las moléculas de agua en la matriz
polimérica, esto es seguido por la disrupcién de las fuerzas de Van der Walls entre
las cadenas poliméricas (Turhan y Sahbaz, 2004), en la elaboracion de peliculas
comestibles se emplean mezclas con el fin de contrarrestar las deficiencias
propias de cada componente y asi poder mejorar las propiedades del material
resultante (Branda et al., 2005). Los RC presentaron alta solubilidad (97%), lo que

asegura que al ser lavados los frutos para consumo, se elimina totalmente el RC.

La permeabilidad es una propiedad de barrera a gases y/o vapores que
presenten en el ambiente, ya que estas pueden influir en diferentes procesos en
los alimentos (oxidacion, cambios de textura por pérdida o ganancia de humedad,

pérdida de aromas, entre otros), y por lo tanto incidir en su calidad final. SAnchez-
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Aldana et al. (2015) caracterizaron peliculas comestibles a base de extracto
péctico de bagazo de limén con una concentracion de pectina del 1.0% y 0.75%
de glicerol y present6 una permeabilidad de 5.17E-07 g/msPa, indicando que a
altas concentraciones de pectina y bajas concentraciones de glicerol se obtienen
mejores propiedades de permeabilidad y resistencia del material, Garcia et al.
(2009) reportaron datos de permeabilidad en peliculas de quitosano 100% y en
combinacion con almidon de maiz al 5% con valores de 5.04E-10 g/msPay 8.76E-
10 g/msPa respectivamente, nuestros resultados estan cercanos en el caso del
RC 57G que presentd 6. 044E-07 g/msPa, lo que coincide, en que es el RC de
menor espesor 0.044 mm.

Mediante FTIR se confirmé que los PS F y PS G son polisacéaridos, ya que
presentaron patrones similares de transmitancia en la regién de 900 y 1200 cm™,
que se identifica como la region de los carbohidratos (Tripathi et al., 2010). En los
espectros se observan sefiales tipicas de la pectina, como la zona en 1750 cm™
referida como una banda aguda correspondiente al grupo carboxilico esterificado
(estiramiento C = O) (Cerna et al., 2003). Este pico es un poco mas alto que el
encontrado en la regién de 1600-1650 cm™ por el estiramiento del carbonil en el
grupo carboxilico (no esterificado). Cuando existe adicion de glicerol (en la
pelicula) es posible observar bandas mas definidas entre 1020 y 1100 cm™, esto
concuerda con Pérez-Mateos et al. (2009), quienes reportaron este mismo efecto
esto debido a los enlaces C-OH y C-O-C. Las bandas amplias y cortas en 2945
cm™ corresponden al estiramiento de OH en los grupos carboxilicos (Tripathi et
al., 2010). Estas bandas se muestran mas definidas en el espectro de los RC que
presentan los PS, comparado con RC gque solo tiene pectina. La banda encontrada
entre 3300 y 3600 cm™ (regi6én CH de estiramientos alquinos) es mas intensa y
definida en presencia de los PS y la longitud del estiramiento se puede deber al
PS que se esta utilizando se puede notar que 57GF y 57F son los estiramientos
mas largos esto también puede deberse a la incorporacion de glicerol en la

pelicula (Thygesen et al., 2003).
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Se probaron los RC en fresas, se observd que prolong6 la vida pots-cosecha.
La fresa es un fruto no climatérico, muy delicado y tiene una vida util muy corta
(Sanz et al., 1999), por sus condiciones fisioldgicas resulta muy susceptible a la
pérdida de humedad (USDA y ARS et al., 2004) y al ataque por microorganismos,
especialmente por hongos (Mertely et al., 2002), puede haber pérdidas
considerables durante su transporte y comercializacion (Shafir et al., 2006), ya que
por el maltrato se disminuyen los atributos de sabor, aroma y textura (Azodanlou
et al., 2003), ademas de ser muy susceptible a la presencia de hongos, por lo que
en este trabajo se realizaron pruebas de solidos solubles totales, porcentaje de
acidez titulable, contenido de fenoles y actividad antioxidante, observamos que los
RC mantuvieron los valores de la fruta inicial (dia 0), hubo pequefas variaciones,
pero se mantuvieron al redor del valor inicial, lo que indica que el RC le esta
ayudando a mantener estos parametros que son una parte importante de la

calidad del fruto.

Se evalud la pérdida de peso de las fresas, los recubrimientos que presentaron
mayor proteccion para la pérdida de peso a los cinco dias, son las que contenian
el PS 57F, GF, y 57G (con pérdida de 4.56%, 4.47%, 4.72, respectivamente), en
refrigeracion la pérdida de peso fue menor vy tuvieron una pérdida de alrededor del
3% esto concuerda con Saavedra y Alecira (2010) aplicaron un recubrimiento en
fresa que contenia proteina aislada de soya y fue la que presentd mayor
proteccion para la pérdida de peso en t/amb tuvo 5.33% entre los dias 3-5y a 7°C
tuvo una pérdida de 1.72% entre los dias 3 y 7, en los recubrimientos que
contenian proteina se observa que la pérdida de peso, es mayor cuando las fresas
no se almacenan en temperaturas de refrigeracion, ya que en esta temperatura se
logra disminuir los procesos metabdlicos y de respiracion. Restrepo y Aristabal
(2010) utilizaron un RC de musilago de savila y cera de carnauba, el cual aplicaron
en fresas y en los dias 7 y 10 dias de almacenamiento cera tuvo el 0.35% y del
tratamiento con el mucilago fue de 0.40% frente al control 0.58% almacenadas a
5°C. Onate (2018) reporto la pérdida de peso entre 12.67% y 18.46% de los
tratamientos de fresa con recubrimiento de almidén de papa china y almacenadas
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en refrigeracion (4 °C) durante 16 dias, antes de su deterioro microbiolégico, la
mayor pérdida fue en el control (18.46 %), lo cual evidencia que el recubrimiento
cumple una funcion protectora, la fresa al presentar una alta tasa de respiracion
produce una mayor pérdida de agua, provocando arrugamiento del fruto,
disminucién del peso de comercializacion y descenso de la calidad sensorial,
afectando la apariencia, textura y jugosidad del fruto (Maccapa, 2015). Los RC
tuvieron un efecto principalmente protector, ya que impidié que se contaminara,

pero no impedimos que perdiera humedad, ya que las fresas se deshidrataron.

Lo anterior, se confirm6 mediante la prueba de porcentaje de infeccién, ya que
se ha reportado previamente que el periodo de vida poscosecha de fresa
almacenada a 5 °C es de 7-9 dias, con un aumento de 2-4 dias cuando se
mantienen en atmaodsferas modificadas con 20 kPa de CO;, (Pelayo et al., 2003). En
este estudio se pudo observar que a temperatura ambiente presentaron la
contaminacion por microorganismos en menor tiempo comparado con las que
estaban en refrigeracion. Las fresas con RC que contenian el PS se prolongé
hasta los 15 dias en t/amb y las de refrigeracién tardaron en presentar infeccion
prolongandose hasta los 30 dias (57F y 57GF), mediante las micrografias de las
peliculas 57G, 57F y 57GF se observd que su superficie fue heterogénea,
presentaban grumos, sin embargo las dos ultimas presentaban un poco menos de
imperfecciones en la superficie, lo que suponemos que eso ayudo también a que
presentaran menor porcentaje de incidencia de infeccion. Costantini et al. (2018)
utilizaron un RC de nanoparticulas de quitosano y extracto de arandano sobre
Colletotrichum fragariae en fresa que al dia 16 la infeccion fue 74%. Comparando
nuestros resultados con Lépez- Mata et al. (2012) quienes evaluaron un
recubrimiento comestible de quitosano y lo aplico en fresa, logré prolongar la vida
atil de la fresa hasta por 15 dias cabe mencionar que esto fue a una temperatura
de 5°C. Gonzéalez-Aguilar et al. (2009) evaluaron el efecto de RC de quitosano de
bajo, mediano y alto peso molecular, aplicado a papaya fresca cortada. Dichos
autores encontraron que el RC de quitosano de mediano peso molecular fue el

mas efectivo a una concentracion de 2 %, siendo capaz de suprimir el desarrollo
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de hongos-levaduras hasta por 14 dias de almacenamiento a 5°C. EI-Ghaouth et
al. (1992) utilizaron RC de quitosano al 1.5 % en fresas, y posteriormente
inocularon las fresas con hongos contaminantes (Rhizopus stolonifer y Botrytis
cinerea), y reportaron que redujo hasta el 60 % de su deterioro durante 14 dias de
almacenamiento. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion son
muy alentadores, sin embargo también nos permitieron conocer algunas
caracteristicas que podriamos mejorar en los RC, con la finalidad de que en algun
momento los hongos también sean considerados una fuente prometedora de
compuestos para la elaboracion de peliculas comestibles o recubrimientos

biodegradables.
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CAPITULO 8. CONCLUSION

Se elaboraron los RC con los dos PS de H. coffeatum, los RC 57F y 57GF
presentaron las mejores caracteristicas que permitieron conservar las fresas por
15 dias a temperatura ambiente y 30 dias en refrigeracion. Se puede considerar
como un método alternativo para alargar la vida atil de las frutas, permitiendo
eliminar el uso de envases tradicionales, que son perjudiciales para el ambiente e
incorporar compuestos de interés nutricional para mejorar la calidad de los

productos y hacerlos méas saludables.
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CAPITULO 9. PERSPECTIVAS

Optimizar las condiciones de elaboracion de los RC, ya que en este estudio
se logré aumentar su vida util en 15 dias a temperatura ambiente y en
refrigeracion hasta 30 dias. Ya que se podrian realizar formulacién que
sean menos permeables e impidan que las fresas pierdan agua, para que el
tiempo que se mantuvieron sin presencia de contaminantes puedan
presentar las caracteristicas de calidad requeridas para ser consumidas.
Evaluar la activad antifingica, bacteriana y nematicida de los RC

Analizar las caracteristicas y propiedades de los polisacéaridos y/o caldo de
cultivo de H. coffeatum, ya que la mayoria de hongos de este tipo tiene

actividades bioldgicas en el area farmacéutica y cosmetologica.
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