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RESUMEN

Se analizé el posible efecto antimicrobiano de recubrimientos a base de
guitosano y aceite esencial de limén como posibles alternativas a los fungicidas
sintéticos para el control de la podredumbre azul de naranjas navel. Se
evaluaron ademas los principales aspectos de calidad de las naranjas en
diferentes condiciones de almacenamiento (ambiente y frigoconservacion).
Para analizar la capacidad antifungica de los recubrimientos, se inocularon las
naranjas con Penicillum italicum (nivel infeccién 10° esporasmL™ ) y se evalu6
la evolucion de la infeccién en las condiciones Optimas para el desarrollo del
hongo. En el estudio de calidad, se utilizaron dos condiciones de
almacenamiento: ambiente (8 semanas a 23T y 60% de humedad relativa,
HR) y frigoconservacion (13 semanas a 5C y 90% HR mas 1 semana
ambiente). A diferentes tiempos de almacenamiento, se caracterizaron los
principales pardmetros de calidad de las naranjas. Los recubrimientos
utilizados mejoran la mayoria de los parametros de calidad evaluados, sobre
todo las pérdidas de peso, % de zumo, firmeza, indice de madurez y vitamina
C. Estas mejoras se potencian con las bajas temperaturas y son especialmente
destacables en las frutas recubiertas con quitosano y aceite esencial de limén
donde ademas se observl una mayor actividad antifungica..
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ABSTRACT

We analyzed the possible antimicrobial effect of chitosan-based coatings and
lemon essential oil as possible alternatives to synthetic fungicides to control
blue mould of navel oranges. It also assessed the main aspects of quality of
oranges in different storage conditions (ambient and cold storage). To test the
antifungal ability of the coatings, oranges inoculated with Penicillium italicum
(10 espors.mL™ infection level) and assessed the evolution of infection in the
optimal conditions for fungal growth. In the study of quality, using two different
storage conditions: ambient (8 weeks at 23 °C and 60% relative humidity, RH)
and cold storage (13 weeks at 5 °C and 90% RH plus one week in ambiet
conditions). At different storage times, we characterized the main parameters of
quality of oranges. The coatings used improve the quality parameters
evaluated, especially weight loss,% juice, firmness, maturity index and vitamin
C. These improvements are enhanced by low temperatures and are especially
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noteworthy in fruit coated with chitosan and lemon essential oil which also
showed a higher antifungal activity.

RESUM

Es va analitzar el possible efecte antifungic de recobriments a base de quitosa i
oli essencial de llima com a possibles alternatives als fungicides sintétics per al
control de la pudricié blava de les taronges navel. Es van avaluar també els
principals aspectes de qualitat de les taronges en diferents condicions
d’emmagatzematge (ambient i frigoconservacio). Per tal d’analitzar la capacitat
antifingica dels recobriments, es van inocular taronges amb Penicillium
italicum (nivell d’infeccié6 10° esporesmL™) i es va avaluar I'evolucié de la
infeccio en les condicions optimes per al desenvolupament del fong. A I'estudi
de qualitat, es van utilitzar dues condiciones de conservacio: ambient (8
setmanes a 23T i 60% de humitat relativa, HR) i frigoconservacio (13
setmanes a 5C i 90% HR més 1 setmana ambient). A diferents temps d’
emmagatzematge, es van caracteritzar els principals parametres de qualitat de
les taronges. Els recobriments utilitzats milloren la majoria dels parametres de
gualitat avaluats, fonamentalment les pérdues de pes, % de suc, firmesa, index
de maduresa i vitamina C. Estes millores es veuen potenciades a baixes
temperatures i son especialment remarcables en les fruites recobertes amb
quitosa i oli essencial de llima on a més es va observar una major activitat
antifangica.

INTRODUCCION

Los Citricos son los cultivos de mayor importancia econémica en Espafia y uno
de los mas importantes en el &mbito mundial. En la poscosecha de citricos las
principales enfermedades son causadas por los hongos Penicillum digitatum
(podredumbre verde) y Penicillum italicum (podredumbre azul) (Valencia-
Chamorro et al.,, 2008). Los fungicidas quimicos de sintesis han sido
ampliamente aplicados para controlar estos microorganismos (Eckert y Eacks,
1989). Sin embargo la tendencia actual de la industria alimentaria va
encaminada hacia la obtencion de alimentos mas sanos y seguros de acuerdo
con los principios de sostenibilidad y respeto al medio ambiente. Numerosas
investigacion buscan alternativas al uso de estos quimicos de sintesis para el
control de la podredumbre citrica (Plaza et al., 2004; Palou et al., 2008). Una
de estas alternativas son los recubrimientos a base de compuestos naturales
con propiedades antimicrobianas (Contreras-Oliva et al., 2008). A estos
recubrimientos se les pueden incorporar aditivos naturales como los aceites
esenciales que mejoren sus propiedades. Los recubrimientos proporcionan una
barrera semipermeable al intercambio gaseoso de oxigeno, didxido de carbono
y vapor de agua, lo que puede reducir las pérdidas de peso, ralentizar la
actividad respiratoria y retrasar la senescencia de los frutos. Ademas aportan
brillo a las frutas lo que contribuye a mejorar su calidad visual (Terezza y
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Krochta 2000). En concreto, la aplicacién de recubrimientos comestibles a
citricos supone mejoras en aspectos de calidad como la pérdida de peso y
firmeza (Salvador et al., 2003; Chien et al.,, 2007). Otros estudios han
demostrado que la incorporacién de aceites esenciales, en concreto el arbol del
té, a matrices de polisacaridos mejoran sus propiedades barrera al agua a la
vez que consiguen un control efectivo de la podredumbre citrica (Navarro et al.,
2008). EIl quitosano es un producto natural que posee la propiedad de formar
peliculas para usarlo como recubrimiento (No et al., 2007). Este producto es un
polisacarido catiébnico con alto peso molecular compuesto por unidades de
glucosamina con uniones B (1-4) y se obtiene por desacetilacion alcalina de
extractos de quitina, el mayor componente del caparazén de crustaceos (No et
al., 2007; Coma et al., 2002) El quitosano comercial presenta diferentes grados
de desacetilacion y de pesos moleculares, lo cual esta directamente
relacionado con sus diferentes propiedades funcionales y sus efectos
antimicrobianos (No et al.,, 2007). Su actividad antimicrobiana ha sido
demostrada en numerosas aplicaciones en algunos citricos o frutas en general
(Li y Yu, 2000; Srinivasa et al., 2002; Bautista-Bafos et al., 2006; Vargas et al.,
2007). Por otra parte el aceite esencial de limon ha mostrado también efectos
antimicrobiano en estudios in vitro y aplicados a diferentes alimentos (Romeo,
2008; Fischer et al,. 2008). En concreto Caccioni et al. (1998) comprobaron su
efectividad antifangica contra Penicillium digitatum e italicum siendo los
flavonoides y terpenos los principales agentes antimicrobianos de este aceite
esencial (Viuda-Martos et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de recubrimientos de
guitosano, con y sin aceite esencial de limon, en la calidad poscosecha de
naranjas (cv. Navel Powell) almacenadas en diferentes condiciones. Ademas
también se evaluo la posible capacidad antimicrobiana de estos
recubrimientos.

MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado fueron naranjas cv. Navel Powell procedentes de
cultivo ecoldgico, y sin ningun tratamiento poscosecha. Las naranjas fueron
recolectadas y llevadas inmediatamente al laboratorio para su correspondiente
manipulacién. Las naranjas se lavaron con una disolucion de hipoclorito sédico
(10 mg/L) enjuagadas y secadas al aire.

PREPARACION Y APLICACION DE LAS FORMULACIONES

La metodologia de preparacion de las FFR fue estandarizada del siguiente
modo. Se dispersd quitosano (1% p/p) en agua destilada, se afiadié el acido
acético glacial (0.001 % v/p) y se dej6é en agitacion durante 12 horas.

A una parte de las formulaciones, una vez disuelto el polisacérido, se le
afadio el aceite esencial de limon (3% p/p). Las FFR fueron homogeneizadas

Page 3



con un homogeneizador rotor-estator (Ultraturrax T25, Janke & Kunkel,
Alemania) a 13500 rpm durante 4 minutos y desgasificadas con una bomba de
vacio (Diaphragm vacuum puma, Wertheim, Alemania) a temperatura
ambiente.

Los ingredientes de las formulaciones formadoras de recubrimientos fueron:
agua destilada, quitosano (Chitosan, high molecular weigth, aldrich, EEUU)
acido acético glacial (Panreac Quimica SA, Barcelona Espafia) y el aceite
esencial de limon (AE, Herbes del moli, Alicante, Espafia).

A partir de estas formulaciones y tras aplicarlas a los frutos citricos, se llevaron

a cabo dos estudios en paralelo con el objetivo de evaluar:

1. Calidad poscosecha de las naranjas recubiertas (sin inocular) durante su
almacenamiento en dos condiciones de almacenamiento diferente
(ambiente y frigoconservacion).

2. Efectividad antimicrobiana de los recubrimientos aplicados a naranjas a
almacenadas en condiciones ambiente. Estas naranjas fueron
posteriormente inoculadas con el hongo Penicillium italicum.

En ambos estudios se dejaron una serie de frutos sin recubrir como control.
Todos los frutos fueron colocados en bandejas perforadas evitando el contacto
entre los mismos para someterse a las condiciones de almacenamiento
correspondientes.

CALIDAD POSCOSECHA

La figura 1 muestra el procedimiento utilizado para evaluar la calidad
poscosecha de los frutos.
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Recepcién de las naranjas

\4

Lavado, secado, pesar, seleccion y
clasificacion

v

Recubrimiento con las distintas
formulaciones
(Inmersién durante 3 min)

N,

Almacenamiento en camara Almacenamiento en camaras
T =23°C; HR 60% T=5°C Humedad 90% mas una semana
(8 semanas) a 23T 60% HR

(13 semanas)

Caracterizacion de las naranjas para cada tiempo del
almacenamiento.
- Firmeza
indice de madurez
Pérdida de peso
Vitamina C
pH / Acidez
Brix
% Zumo
- Tasa respiratoria

FIGURA 1. Metodologia seguida para la caracterizacion poscosecha de las naranjas

Las naranjas (sin infectar) fueron sumergidas durante 3 minutos en cada
formulacion y tras el secado de las formulaciones fueron sometidas a dos
condiciones de almacenamiento, (23T 60% HR y 5C 9 0% HR) tal y como se
indica en la Figura 1. Se utilizaron naranjas sin recubrir como muestras control.
Se utilizaron un total de 20 naranjas por tratamiento (con y sin recubrimiento),
condicion y tiempo de almacenamiento. Antes de almacenar y a diferentes
tiempos de almacenamiento (2, 4, 6, 8 y 13 semanas) se llevo a cabo el
analisis de diferentes variables fisicoquimicas caracteristicas de la calidad del
fruto (pH, acidez, Brix, firmeza, tasa respiratoria, porcentaje de zumo). La
vitamina C se cuantifico tnicamente al principio y final del almacenamiento. Los
analisis se realizaron en general por triplicado, excepto la firmeza para la que
se utilizaron todas las muestras de cada tiempo de analisis.

EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS RECUBRIMIENTOS

Para analizar el efecto antimicrobiano de los recubrimientos aplicados se llevé
a cabo la infeccidén de las naranjas con Penicillium italicum, teniendo como
control naranjas sin infectar. El protocolo de como se hizo esta experiencia se
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puede observar en la figura 2. Se utilizaron un total de 20 naranjas por
tratamiento (con y sin recubrimiento).

| Recepcién

Lavado, secado, seleccién y
clasificacion.

v

Recubrimiento con las distintas
formulaciones
(Inmersion durante 3 min)

A 4

Secado a temperatura
ambiente
(T= 23°C, HR 60%)

v

Inoculacion de esporas de Penicillium
3 incisiones zona ecuatorial; 10 uL de la
suspension en cada incision;
10° esporas /mL

Seguimiento deterioro fungico l

Almacenamiento en
camara
T=23°C HR 60%
(35 dias)

FIGURA 2. Metodologia para el analisis microbiol6gico de las naranjas.

Determinaciones analiticas

Pérdida de peso: Todas las naranjas fueron pesadas antes y para cada
tiempo del almacenamiento con una balanza analitica (£ 0.001 gramos), para
calcular las pérdidas de peso durante el periodo de almacenamiento.

Firmeza: Las medidas de deformacion se realizaron mediante un
analizador de textura Texture Analyser TA-XT-plus (Stable Micro Systems,
Surrey, Reino Unido), con una célula de carga de 50 N y sensor P/75. Se utilizd
un ensayo de deformacion hasta llegar al 5% de deformacion del fruto, una
velocidad del émbolo de 1 mm/seg. y una fuerza de la célula de carga de 10 g.

Tasa respiratoria: se determind utilizando un sistema estatico. Los frutos se
introdujeron en frascos herméticos de vidrio de 2 L, con un septum en la tapa
para efectuar la medida de concentracion de gases en el espacio de cabeza a
los diferentes tiempos. Los frascos se almacenaron en las dos condiciones de
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almacenamiento indicadas en el apartado anterior de calidad poscosecha
(ambiente y frigoconservacion). La medida de la concentracién de gases se
efectu6 por medio de una aguja conectada a un analizador de gases
(CheckMate 9900 PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca). Se consideraron los
puntos experimentales en el intervalo de tiempo donde se observé una relacion
lineal entre la concentraciébn de gases y el tiempo. La tasa respiratoria TR;
(mL'Kgth™) de las muestras en términos de generacién de CO, (ec. 1) y
consumo de O, (ec.2) se determind a partir de la pendiente de la ecuacion
lineal del ajuste: concentracién de gases frente al tiempo.

0,
¥e o TN =V
TR =0 "¢ .
Oy 100 xMxt (Bc- 1)
Cog Cids
_ e "_}'rr =V
TRy, = ot~ (Ec. 2

100 =M xt

Donde V' es la concentracién de gases (%02, %CO,) a tiempo t, i siendo O>
(Ec. 1) o CO; (Ec. 2), M es la masa de la muestra (Kg) y V el volumen del
espacio de cabeza (mL)

Porcentaje en zumo: El porcentaje en zumo se determiné a partir del peso
de zumo extraido de los frutos correspondientes a cada tiempo respecto al %
en zumo inicial de los frutos.

pH: La medida del pH se realiz6 con un pH-metro Modelo GLP 21+ (Crison,
Barcelona). Se utilizé 10 gr de zumo y se homogeneizé con 20 ml de agua
destilada. Las medidas se realizaron a una temperatura de 20°C.

Solidos solubles totales, se determinaron mediante un refractometro Modelo 3T
ABBE (ATAGO Co Ltd, Japon) termostatado a 20°C.

Acidez: Se determind segun el método oficial 942.15 (AOAC, 1995). Para
ello, se valoro el zumo con una soluciéon de NaOH 0.1N, controlandose el punto
final con la ayuda de un pH-metro hasta alcanzar un pH de 8,1. El pH-metro
utilizado fue el Modelo GLP 21+ (Crison, Barcelona). Los resultados fueron
expresados en g de acido citrico por 100 g de zumo, calculandose mediante la
estequiometria de la ecuacion (3):

CH,COONa

: EC.3
3NaOH + CgHgO; —> 3H,0+ OH CCOONa ( )

CH,COONa

Donde: el numero de moles de NaOH es igual a 1/3 de moles de acido citrico y
con el peso molecular del acido citrico (192.07g/mol) obtenemos la acidez
indice de madurez (IM): se calcul6 como el cociente entre solidos solubles
y acidez.
Acido ascorbico: Se determind mediante el método 967.21 AOAC (AOAC,
2000), método de titulacion mediante el 2,6 dicloroindofenol usando como
solucion extractora acido metafosforico. El indicador se estandarizé con una
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disolucion patrén de acido ascorbico. Se valoraron 10 mL de esta dilucion
patron con el indicador 2,6 dicloroindofenol. Para la valoracion de la muestra se
diluyeron 5 mL de zumo en 5 mL de acido metafosforico (25%) y se enraso
hasta 25 mL con agua destilada y se valoraron 10 mL de esta dilucién con el
indicador 2,6 dicloroindofenol. Se calcul6 el contenido de acido ascoérbico de la
muestra (Vitamina C), expresado en mg de acido ascorbico por 100 mL de
muestra, utilizando la ecuacion 4:
. f xVx10

VitC = —y x100 Ec.(4)
Donde: f, mg de acido ascorbico equivalentes a 1 mL de indicador; V,
volumen de indicador gastado (mL); v, volumen de muestra (mL)

Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un analisis de la varianza (ANOVA)
mediante el software Statgraphics plus® versién 5.1, utilizando un nivel de
significacion del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

CALIDAD POSCOSECHA DE LAS NARANJAS EN CONDICIONES
AMBIENTALES

Los valores obtenidos para la caracterizacion de los frutos en general
(tabla de la 1 a la 6) son del orden de los consultados para naranjas
(www.infoagro.com). Ademas en naranjas de maduracion tardia, la Norma de
Calidad para Citricos (DOCV de 26 de noviembre de 2008) indica los
siguientes valores minimos para su comercializacion: indices de madurez de
6.5 y porcentaje en zumo (30%). En este estudio las naranjas superan
ampliamente los valores de esta variables (indice de madurez 12.2 y 55% de
zumo) lo que demuestra una estado de maduracion muy avanzado de la fruta.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos para las diferentes
variables fisicoquimicas muestra una influencia significativa del tiempo de
almacenamiento en la mayoria de las variables analizadas, como cabe esperar
por tratarse de un almacenamiento no refrigerado y en un periodo de tiempo
largo (8 semanas) como se puede observar en las distintas tablas de la 1 a la
6. Asi también se puede ver, tanto en los frutos no recubiertos como en los
recubiertos, aumentos significativos de %rix tabla 1, del pH tabla 2
(acompafados por los correspondientes descensos de la acidez), e indice de
madurez tabla 3 y tabla 4 respectivamente a lo largo del almacenamiento en
condiciones ambiente. En general, las disminuciones de acidez y aumentos de
los grados brix suponen aumentos notables del indice de madurez (respecto al
indice de madurez inicial) de las muestras que oscila en torno al 60% en los
frutos sin recubrir y es un poco mas bajo en los recubiertos, en torno al 52%.
En algunas de estas variables se observaron diferencias significativas entre los
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diferentes tipos de recubrimiento destacando: pH menor, acidez mayor e indice
de madurez menor en los frutos recubiertos con quitosano-limoén, excepto en la
semana 4 de almacenamiento donde las diferencias no llegaron a ser
significativas.

TABLA 1. Grados Brix de las muestras en condiciones ambiente. Medias y desviacion
estandar en paréntesis.

°Brix Control Quitosano Quitosano-Limodn
semana 0 11.18 (0.97)" 11.18 (0.97)" 11.18 (0.97)"
semana 2 12.02 (0.17)°® 11.61 (0.32)" 11.53 (0.15)"°
semana 4 11.92 (0.12)*® 115 (0.13)" 11.86 (0.69)**
semana 6 12.3  (0.41)®¢ 122 (0.28)® 12.26 (0.37)*°
semana 8 12.67 (0.31)¢ 12.19 (0.32)" 12.42 (0.04)"°

X,¥,Z

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)

ABC Superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

TABLA 2. pH de las muestras en condiciones ambiente. Medias y desviacion
estandar en paréntesis.

pH Control Quitosano Quitosano-limén
Semanas pH pH pH
0 340  (0.06)" 3.40  (0.06)" 3.40 (0.06)"*
2 352  (0.01)° 351  (0.01)"® 350  (0.02)"®
4 359 (0.11) 3.54 (0.06)® 3.56 (0.01)
6 3.60 (0.05) 3.60 (0.02) 3.57 (0.01)"°
8 367 (0.05) 3.58 (0.00)** 3.57 (0.06)"

X,y,Z

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)

ABC Superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

TABLA 3. Acidez de las muestras en condiciones ambiente. Medias y desviacion
estandar en paréntesis.

Acidez’ Control Quitosano Quitosano-Limon
semana0 091 (0.06)" 0.91 (0.06)" 0.91 (0.06)"
semana2 0.892 (0.003)" 0.891 (0.003)* 0.912 (0.012)"
semanad4 066 (0.09)° 0.722 (0.112)*® 0.713 (0.007)
semana6  0.67 (0.07)® 0.65 (0.02)¢ 0.77 (0.02)"°
semana8 0.651 (0.018)® 0.65° (0.02)¢ 0.67 (0.03)°

X,¥,Z

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)

ABC superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

'g 4cido citrico/100g
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TABLA 4 . indice de madurez de las muestras en condiciones ambiente. Medias y
desviacion estandar en paréntesis.

M Control Quitosano Quitosano limén
Semanas IM IM IM
0 1224  (0.20)° 12.24 (0.20)° 12.24  (0.20)°
2 1344 (0200 13.01 (0.37)" 12.67  (0.20)*
4 16.83 (0.70)¢ 16.36 (0.45)° 16.41  (0.64)°
6 1861 (1.77)“ 18.72 (0.85)* 15.99  (0.47)"
8 19.64 (1.01) 18.64 (0.84)"° 18.57  (0.27)"

X,¥,Z

Superindices diferentes misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)

ABC superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

TABLA 5 .Porcetaje en zumo de las muestras en condiciones ambiente. Medias y
desviacion estandar en paréntesis.

% zumo Control Quitosano Quitosano-Limon
semana 0 55.112 (0.006)" 55.112 (0.006)" 55.112 (0.006)"
semana 2 50.99 (1.09)® 50.84 (0.73)® 50.75 (0.85)®
semana 4 46.06 (0.97)¢ 47.02 (0.06)C 46.88 (0.57)
semana 6 44.84 (0.17)° 4593 (1.22)*° 46.53 (1.04)
semana 8 43.78 (0.59)° 44.75 (0.80)"° 45.00 (0.09)"°

X,¥,Z

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)

ABC superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

TABLA 6. Vitamina C de las muestras en condiciones ambiente.. Medias y desviacién
estandar en paréntesis.

vit. C° Control Quitosano Quitosano limén
Semanas Vit C Vit C Vit C
0 4741 (0.93)° 47.41 (0.93)° 47.41 (0.93)°
8 2729 (0.30)° 27.40  (1.83)° 2836  (0.63)°
Superindices diferentes misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)
ABC Superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)
*mg 4acido ascérbico /100 mL

X,y,Z

El efecto del recubrimiento mostré una tendencia notable en las variables % en
zumo tablas 5, firmeza figura 3 (a) y pérdida de peso (b). La tendencia
observada es: mayor pérdida de peso, menor firmeza y menor % de zumo en el
sentido control> quitosano>quitosano-limén. Asi los frutos recubiertos tienden a
perder menos peso, siendo significativo en los frutos recubiertos con la
formulacion quitosano-limon donde se observan diferencias significativas en
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todos los tiempos de almacenamiento, excepto en la Ultima semana. En estos
frutos se detectaron ademds los niveles mas altos de porcentaje en zumo
(45%) y vitamina C al final del almacenamiento tabla 6 (28.36 mg. de &cido
ascorbico/100 mL zumo). Las pérdidas de vitamina C estan en general
alrededor del 42%, tanto en los frutos recubiertos como no recubiertos.
Estudios previos (Navarro, 2008) de aplicacion de recubrimientos con aceites
esenciales (arbol del té) a naranjas almacenadas en condiciones similares
mostraron resultados parecidos en cuanto a la evolucién de algunas de estas
variables (%rix, pH, acidez, indice de madurez). P or otra parte Salvador et al.
(2003) en estudios de aplicacion de recubrimientos de quitosano a mandarinas,
almacenadas a 20°C, encontro resultados similares en cuanto a la evolucion de
la firmeza y pérdida de peso.
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FIGURA 3. Fuerzas maximas para las naranjas en condiciones ambiente. (a) y
Porcentaje de pérdida de peso para las naranjas en condiciones ambiente. (b). *¥*

Superindices diferentes misma fila indican diferencias significativas por efecto del recubrimiento
(p<0,05)

Tasa respiratoria

En cuanto a la determinacion de la tasa respiratoria, evaluada a través del
consumo de oxigeno o generacion de CO,, es uno de los parametros mas
importantes a evaluar en la calidad de los frutos, ya que caracteriza su
actividad metabolica. Los recubrimientos son barreras a los gases y la mayor o
menor disponibilidad de oxigeno influye en numerosas reacciones que
conducen al fruto a un deterioro mas o menos rapido. Por otra parte, limitar en
exceso la disponibilidad de oxigeno o una acumulacion excesiva de CO, puede
resultar muy perjudicial para el fruto. Este, como cualquier tejido vivo, necesita
continuar de forma controlada con su actividad metabdlica, evitando asi el
inicio de otras rutas anaerobicas que podrian causar putrefacciones e incluso
riesgos para la salud.

En la figura 4 se observa el consumo de oxigeno y generacion de CO; de los
frutos, recubiertos y no recubiertos, para los diferentes tiempos de
almacenamiento. Los resultados del tratamiento estadistico mostraron que en
general no hay diferencias significativas en la tasa respiratoria entre los frutos
recubiertos y no recubiertos, excepto al inicio, inmediatamente después de la
aplicacion de las formulaciones y antes de comenzar el almacenamiento
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(tempo O de almacenamiento en la figura). En este momento, los frutos
recubiertos muestran una tasa respiratoria significativamente mayor (mayor
consumo de O, y generacién de CO;) que los no recubiertos, como cabe
esperar en una situacion de stress del fruto como es la aplicacion del
recubrimiento y tal como han descrito otros autores (Amarante y Banks, 2001;
Hagenmaier y Baker, 1994). Esta situacion desaparece durante el
almacenamiento posterior, donde se observa una disminucion generalizada de
la tasa respiratoria de todos los frutos con una ligera tendencia a menores
tasas de respiracion en los frutos recubiertos, especialmente con quitosano-
limén. Este descenso de la tasa de respiracion es drastico al primer tiempo de
analisis (a las 2 semanas) con una disminucién de la tasa mayor del 50%
respecto a los frutos control (sin recubrir y a tiempo 0). Entre las 2 y 8 semanas
de almacenamiento el descenso es mucho mas lento y progresivo hasta llegar
a niveles entorno a 10 mL/kg h, tanto en consumo de oxigeno como generacion
de CO,. Los valores de la tasa respiratoria de la materia prima, evaluados a
través de la generacion de CO,, son superiores a los consultados en bibliografia
para naranjas (www.ucdavis.edu/index.html) debido al elevado grado de
madurez de las naranjas utilizadas en este estudio.

En la figura 5 se observa la evolucion del cociente respiratorio. Valores altos
de este cociente y de la tasa respiratoria indicarian una disponibilidad limitada
de oxigeno por el fruto. Durante el almacenamiento el cociente respiratorio se
mantiene en torno a 1 lo que pone de manifiesto que no existe riesgo de rutas
anaerdbicas y por tanto de reacciones fermentativas en el periodo analizado.

TR[O,)

TRICO,] n

» @ ! (b)

z [

B Conlrol

TRICOZ]

= control £ SN  Chitosan

B Clilasin

w z
¥
m
“w
0 x
w0
3 - CHjimon 0 I SN
a0 . y
w % 1
0
o .
o » 1 6 »

Smanss a 23°C60% HR Semansza 23°C 6% HR

CHflimon
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FIGURA 5. Cociente respiratorio de las naranjas en condiciones ambiente. *¥*
Superindices diferentes misma fila indican diferencias significativas por efecto del recubrimiento
(p<0,05)

CALIDAD POSCOSECHA DE LAS NARANJAS FRIGOCONSERVADAS

En los frutos sometidos al almacenamiento refrigerado (13 semanas), el
analisis estadistico de los resultados para las diferentes variables
fisicoquimicas muestra en general una influencia significativa del tiempo de
almacenamiento como se puede observar en las tablas de la 7 ala 12. Por otra
parte se observan, tanto en los frutos no recubiertos como en los recubiertos:
aumentos significativos de los grados brix (tablas 7), pH tabla 8 (acompafados
por los correspondientes descensos de la acidez), e indice de madurez (tabla 9
y 10 respectivamente) a lo largo del almacenamiento. En general, las
disminuciones de acidez y aumentos de Drix llevaron consigo aumentos del
indice de madurez entorno al 65% en los frutos sin recubrir y entre el 30-40%
para los frutos recubiertos (menor indice de madurez en los frutos recubiertos
con quitosano-limoén). En algunas de estas variables se observaron ademas
diferencias significativas por efecto del recubrimiento: pH menor, acidez mayor
e indice de madurez menor en los frutos recubiertos con respecto al control,
siendo estas diferencias ligeramente mayores en los recubrimientos con
quitosano-limon.

Si se comparan estos datos con los frutos almacenados en condiciones
ambiente se observa que en general la conservacion refrigerada junto con el
efecto del recubrimiento mejora algunos aspectos de calidad, como cabria
esperar. Se mantiene mejor el indice de madurez de los frutos (los descensos
de acidez y aumentos de Drix son menores).

TABLA 7. Grados Brix de las naranjas en condiciones de frigoconservacion. Medias
y desviacion estandar

°Brix Control Quitosano Quitosano-Limén
semana 0 11.18 (0.97)" 11.18 (0.97)" 11.18 (0.97)"
semanad4  11.823 (0.112)° 11.78 (0.07)° 11.49 (0.13)"
semana 6 11.74 (0.09)® 11.312 (0.203)"® 11.39 (0.12)"
semana 8 12.51 (0.19)¢ 12.22  (0.53)° 12.22  (0.53)°®
semanal13  11.87 (0.14)® 11.63 (0.10)*° 11.46 (0.09)"*

XYz Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del

recubrimiento (p<0,05)
ABC superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

TABLA 8. pH de las naranjas en condiciones de frigoconservacion. Medias y
desviacion estandar

Page 13



pH Control Quitosano Quitosano limoén

Semanas pH pH pH
0 3.40 (0.06)° 3.40 (0.06)° 3.40 (0.06)*
4 355  (0.02)° 351  (0.01)" 351 (0.01)"
6 3.62 (0.01) 3.60 (0.01)" 3.54 (0.01)*
8 362 (0.02)¢ 3.47  (0.02)" 354  (0.01)"

13 377 (0.52)¢ 3.68  (0.68)" 362 (0.72)
Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)
ABC Superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

XY,z

TABLA 9. Acidez de las naranjas en condiciones de frigoconservacion. Medias y
desviacion estandar

Acidez' Control Quitosano Quitosano-Limén
semana0 0091 (0.06)" 0.91 (0.06)" 0.91 (0.06)"
semana4  0.65 (0.07)® 0.69 (0.03)"® 0.71 (0.07)"®
semana6  0.66 (0.06)® 0.68 (0.04)°® 0.7 (0.09)®
semana8  0.66 (0.04)® 0.72 (0.06)"® 0.72 (0.06)"®
semana13 0.59 (0.02)° 0.68 (0.04)"® 0.72 (0.04)"®

XYz Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del

recubrimiento (p<0,05)

ABC Superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

! mg &cido ascoérbico/100 mL

TABLA 10. indice de madurez de las muestras en condiciones de frigoconservacion.
Medias y desviacién estandar

M Control Quitosano Quitosano limén
Semanas IM IM IM
0 12.22  (0.20)° 12.22  (0.20)° 12.22  (0.20)°
4 16.66  (1.43)° 16.41  (0.09)° 15.12  (1.74)"
6 17.95  (1.59)°° 16.59  (0.90)" 15.03  (0.16)™°
8 17.72  (1.27)° 16.67  (1.16)" 15.62  (0.13)"
13 20.13  (1.56) 17.20  (1.13)" 15.94  (0.92)

*Y2 Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del

recubrimiento (p<0,05)
ABC superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

TABLA 11. Porcentaje en zumo de las naranjas en condiciones de
frigoconservacion. Medias y desviacion estandar

% zumo Control Quitosano Quitosano-Limoén
semana0  55.112 (0.006)" 55.112 (0.006)" 55.112 (0.006)"
semana 4 4571 (0.25)° 46.41 (0.54)° 4750 (0.43)"
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semana6 4462 (0.31) 46.40 (1.31)"° 47.25 (0.46)"

semana 8 4367 (1.02)¢ 45.46 (0.63)° 45.46 (0.63)C

semana13 3632 (0.91)° 42,09 (0.27)° 43.77 (0.32)°
Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del
recubrimiento (p<0,05)
ABC superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

XY,z

TABLA 12. Vitamina C para las naranjas en condiciones de frigoconservacion.
Medias y desviacién estandar

vit. C* Control Quitosano Quitosano limén
Semanas Vit C Vit C Vit C

0 47.41 (0.93)° 47.41  (0.93)° 47.41  (0.93)°

8 4223 (0.95)" 42.86 (0.95)"° 4317  (0.75)"

13 25.50 (0.14) 26.82  (0.65)" 28.25  (0.90)”

XYz Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas por efecto del

recubrimiento (p<0,05)

ABC Superindices diferentes en misma la misma columna indican diferencias significativas por
efecto del tiempo (p<0,05)

! g 4cido citrico/100 g

El efecto del recubrimiento mostr6 una influencia notable en las
variables % en zumo tabla 11, firmeza, pérdida de peso (figura 6 a y b
respectivamente) y contenido en vitamina C (tabla 12), tal y como se observa
en su correspondiente tabla o figura tiende a una mayor pérdida de peso,
menor firmeza, menor nivel de vitamina C y menor % de zumo en el sentido:
control>quitosano>quitosano-limén. Asi los frutos recubiertos perdieron menos
peso, siendo este efecto significativo a partir de la semana 6 de
almacenamiento para los dos tipos de recubrimientos y en especial para los
frutos recubiertos con la formulacion Quitosano-limén al final del
almacenamiento (13% de pérdida de peso frente al 21% del control). En estos
frutos se detectaron ademds los niveles mas altos de porcentaje en zumo
(entorno 44% frente al 36% de los frutos control). En diferentes estudio de
aplicacion de recubrimientos de quitosano a citricos, se observaron resultados
comparables en cuanto a la pérdida de peso de los frutos recubiertos (Galad
et al., 2004, Chien et al., 2007; Contreras et al., 2008).

En cuanto a la vitamina C se mantienen altos niveles hasta las 8
semanas en todos los frutos en general (pérdidas de tan solo un 10%). A
tiempos de almacenamiento comparables (8 semanas), en las condiciones
ambiente se detectaron pérdidas mayores de vitamina C (mas del 50%). Al final
del almacenamiento refrigerado (13 semanas), se detectan niveles
significativamente mas altos en los frutos recubiertos, sobre todo con las
formulaciéon quitosano-limén (28.25 mg. acido asco6rbico/100 mL zumo). Lo
descrito anteriormente pone de manifiesto que las bajas temperaturas tienen
un mayor efecto en la conservacion de esta variable hasta determinados
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tiempos de almacenamiento que podrian estar para estos frutos alrededor de
las 8 semanas. A partir de este tiempo, puede que el exceso de
almacenamiento refrigerado inicie dafios por frio y con ello reacciones de
deterioro que explicarian el brusco descenso de vitamina C a niveles
comparables con las conseguidas en condiciones ambiente, como han descrito
otros autores (Miller y Heilman,1952; Palma et al., 2005).
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FIGURA 6. Fuerzas maximas para las naranjas en condiciones de frigoconservacion
(@ y Porcentaje de pérdida de peso para las naranjas en condiciones de
frigoconservacion (b). *"“ Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas por efecto del recubrimiento (p<0,05)

Tasa respiratoria

En la figura 7 se observa el consumo de oxigeno y generacion de CO,
de los frutos, recubiertos y no recubiertos, para los diferentes tiempos de
almacenamiento refrigerado. Los resultados del tratamiento estadistico
mostraron que en general, no hay diferencias significativas en la tasa
respiratoria por efecto del recubrimiento. Resultados similares han sido
descritos por Vargas et al. (2007) en fresas recubiertas con quitosano durante
su almacenamiento a baja temperatura. Las anomalias que se observan en las
tasas respiratorias de los frutos inmediatamente después de la aplicacién de
las formulaciones han sido explicadas con anterioridad por el stress que sufre
el fruto y que desaparece a medida que el fruto recubierto se adapta a esta
nueva situacion. A partir de este momento, se observa una disminucién
generalizada de la tasa respiratoria de todos los frutos, que es dréastica al
primer tiempo de control (a las 2 semanas de almacenamiento), con una
disminucion del consumo de oxigeno y generacion de CO, mayor del 50%
respeto a los frutos control (sin recubrir). Entre las 2 y 8 semanas de
almacenamiento el descenso es mucho mas lento y progresivo que a
temperatura ambiente, hasta llegar a niveles entorno a 5 mL/kg h, tanto en
consumo de oxigeno como generacion de CO,. Esta misma tendencia ha sido
descrita cuando el fruto es almacenado en condiciones ambiente, aunque en
este caso los valores de las tasas respiratorias son ligeramente superiores
(tasas respiratorias entorno a 10 mL/kg h, tanto en consumo de O, como
generacion de CO,). Al igual que en el apartado anterior los valores de la tasa
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respiratoria de la materia prima, para el C0O,, son superiores debida a las
mismas condiciones mencionadas.

Los valores del cociente respiratorio (figura 8) siguieron la tendencia ya
descrita en condiciones ambiente con valores entorno a 1 para todos los
tiempos de almacenamiento y frutos, evidenciando el bajo riesgo de reacciones
fermentativas.
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FIGURA 7. Tasa de respiracion del O, (a) y a la tasa de respiraciéon del CO, (b) para
las naranjas en condiciones de frigoconservacion. *Y* Superindices diferentes en la
misma fila indican diferencias significativas por efecto del recubrimiento (p<0,05)
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FIGURA 8. Cociente respiratorio de las naranjas en condiciones de
frigoconservacion. *Y* Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas por efecto del recubrimiento (p<0,05)
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CAPACIDAD ANTIFUNGICA DE LAS FORMULACIONES.

En general, la mayoria de la naranjas inoculadas desarrollaron la
infeccion tras 1 semana de almacenamiento en las condiciones ambientales,
como cabria esperar porque la temperatura y humedad eran beneficiosas para
el crecimiento del hongo. Ademas la fruta utilizada como materia prima tenia un
avanzado grado de madurez en arbol lo que puede potenciar el desarrollo de la
infeccion en el fruto.

La figura 9 muestra la evolucién del crecimiento del halo alrededor del
punto de infeccién en centimetros para un promedio de las tres heridas. La
aplicacion del los diferentes recubrimientos no supuso un retraso en la
aparicion de la infeccion respecto a las muestras control no tratadas, todas las
muestras empezaron a mostrar signos de deterioro fungico desde el principio
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del almacenamiento. Sin embargo es importante resaltar que las muestras
recubiertas con quitosano y quitosano-limén presentaron una clara tendencia a
un menor crecimiento del halo de infeccion en el sentido quitosano-
limén<quitosano<control (de menor a mayor crecimiento del halo), aunque sin
mostrar diferencias significativas a cada tiempo. Este resultado coincide con los
obtenidos por Valencia-Chamorro et al. (2008) donde tampoco se observaron
diferencias significativas en el crecimiento del hongo.

El nivel de control antifingico de los recubrimientos de quitosano puede variar
notablemente por diversos factores relacionados con el tipo de quitosano,
origen de la quitina, grado de desacetilacién y peso molecular del mismo, entre
otros (Duta et al. 2008). En cuanto a la incorporacion del aceite esencial de
limén a la matriz de quitosano, no potencié de forma significativa la efectividad
antimicrobiana que ha sido descrita para este aceite en estudios in vitro y
aplicado a alimentos (Romeo, 2008; Fischer et al,. 2008). La matriz de
guitosano puede actuar inmovilizando componentes responsables de la
actividad antimicrobiana de los aceites, como han descrito otros autores (Kristo
et al. 2008).

| ®control

Cenetimetros

= Quitosano

CH/Limon

7 14 21 24 28 35

Semanas a 23 °C 60% HR

FIGURA 9. Seguimiento del tamafio del halo en centimetros en funcién del tiempo de
almacenamiento para las naranjas infectadas.

CONCLUSIONES:

El fruto en condiciones de almacenamiento ambiente evoluciona como
es logico de una manera rapida y progresiva hacia su deterioro y senescencia.
Los resultados reflejan que los recubrimientos a base de quitosano y
especialmente la incorporacion de aceite esencial de limén a esta matriz
mejoran diferentes aspectos de la calidad poscosecha del fruto. El
recubrimiento ofrece una barrera a los gases y agua que frena la pérdida de
calidad de los frutos tal y como se observa de forma directa en aspectos como
las menores pérdidas de peso, mayor % en zumo y firmeza de los frutos
recubiertos, especialmente con la formulacion CH-limén. Las mejoras descritas
en los aspectos de calidad por efecto del recubrimiento estd ademas
acompafiada de tasas respiratorias y cocientes respiratorios altos de los frutos

Page 18



recubiertos lo que aleja a los frutos del peligro de putrefacciones al aplicar
estas formulaciones.

Las bajas temperaturas de conservacién potencian el efecto del
recubrimiento, en especial para un periodo de tiempo determinado (entorno a
las 8 semanas). El efecto combinado de estos dos factores, acentta
notablemente las mejoras conseguidas por el recubrimiento de los frutos en
cuanto a: indice de madurez, pérdidas de peso, firmeza y % en zumo, pero
especialmente la menor degradacion de la vitamina C, aspecto nutricional
caracteristico de los frutos citricos.

Los recubrimientos a base de quitosano y aceite esencial de limon
ofrecen las mejores propiedades para la conservacion frigorifica de los frutos.
Estos recubrimientos suponen mejoras en diferentes aspectos de calidad como
menores pérdidas de peso, % de zumo, firmeza, vitamina C e indice de
madurez.

Los recubrimientos de quitosano mostraron poca efectividad en el
control de la podredumbre causada por Penicillium italicum, que mejord
ligeramente al incorporar el aceite esencial de limon.
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