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EFECTO DE LA APLICACION DE RECUBRIMIENTOS A BASE
DE BIOPOLIMEROS Y CARVACROL SOBRE LA CALIDAD
POSCOSECHA DE MANZANAS

Angela Javaga Tébar, Mayra Sapper, Eugenia Martin Esparza®, Consuelo
Gonzéalez Martinez*

RESUMEN

Se han estudiado diferentes formulaciones de recubrimientos a base de
alcohol polivinilico (PVA) y almidén de patata (S) con la incorporacion de
carvacrol (C) emulsionado para mejorar la accion antifuangica de las
dispersiones formadoras de recubrimiento (DFR). Su efectividad en el
almacenamiento poscosecha de manzanas de la variedad Golden delicious
fue evaluada mediante el analisis de la densidad superficial de sdlidos, la
pérdida de peso, la tasa de respiracion, la evolucion de la firmeza de la fruta
y la eficacia antifungica de estos recubrimientos como tratamiento curativo
contra Botrytis cinerea. La aplicacion de los recubrimientos activos con
carvacrol ensayados no tuvo un efecto destacable sobre la fisiologia
metabdlica de la manzana ni sobre las propiedades mecanicas de la fruta,
seguramente debido a su baja viscosidad, que dio lugar a una baja densidad
superficial de los recubrimientos utilizados. Sin embargo, su aplicacién fue
muy efectiva contra el crecimiento de Botrytis cinerea, especialmente en las
formulaciones con mayor contenido en carvacrol (100PVA:0S-C4 Yy
50PVA:50S-Cg), reduciendo significativamente la severidad de la infeccion
del hongo.

PALABRAS CLAVE: Almidon, alcohol polivinilico, carvacrol, recubrimientos,
manzanas, antifiingico.

RESUM

S’han estudiat diferents formulacions de recobriments amb base d’alcohol
polovinilic (PVA) y mid6 de creilla (S) amb la incorporacién de carvacrol (C)
emulsionat per a millorar I'accié antifungica de les dispersions formadores
del recobriment (DFR). La seua efectivitat en 'emmagatzemament després
de la collita de pomes de la varietat Golden delicious va ser avaluada per
mitja de I'analisi de la densitat superficial de solids, la pérdua de pes, la taxa
de respiracio, la evolucio de la fermesa de la fruita y I'eficacia antifungica
d’estos recobriments com a tractament curatiu contra Botrytis cinerea.
L’aplicacié dels recobriments actius amb carvacrol assatjats no va tindre un
efecte destacable sobre la fisiologia metabolica de la poma ni sobre les
propietats mecaniques de la fruita, segurament a causa de la seua baixa
viscositat, que va donar lloc a una baixa densitat superficial dels
recobriments utilitzats. No obstant, la seua aplicacio va ser molt efectiva
contra el creixement de Botrytis cinerea”, especialment en les formulacions



amb major contingut en carvacrol (100PVA:0S-C4 Yy 50PVA:50S-Cg),
reduint significativament la severitat.

PARAULES CLAU: midd, alcohol polovinilic, carvacrol, recobriments, pome,
antifangico.

ABSTRACT

Different coating formulations based on polyvinyl alcohol (PVA) and
potato starch (S) with the incorporation of emulsified carvacrol (C), have
been studied in order to improve the antifungal action of the coating-forming
systems (CFS). Its effectiveness in post-harvest storage of Golden delicious
apples variety has been assessed in terms of the solids surface density, the
evolution of the fruit weight loss, respiration rate and firmness, and the
antifungal efficacy as a curative treatment against Botrytis cinerea. The
application of the tested active coatings did not have a remarkable effect on
the apple metabolic physiology or on the fruit mechanical properties,
probably due to its low viscosity, which resulted in a low solids surface
density. However, its application was very effective to control the growth of
Botrytis cinerea, especially in the formulations with higher carvacrol content
(100PVA:0S-C40 Yy 50PVA:50S-Cg), reducing the severity of this mould.

KEYWORDS: starch, polyvinyl alcohol, carvacrol, coatings, apple,
antifungical.

! Instituto de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo. Universitat Politecnica de Valéncia,
Camino de Vera s/n, 46022 Valencia, Espafia.



INTRODUCCION

Las frutas y verduras permanecen como tejidos vivos hasta el momento
en que se consumen y son propensos a cambios fisiolégicos y bioquimicos,
que pueden tener origenes fisicos o patolégicos (Palou et al., 2015), y se
ven afectados por diversos factores como la temperatura, la humedad
relativa (HR), la composicion de la atmosfera durante y después de la
cosecha y el tipo y grado de infeccion por microorganismos o el ataque de
insectos (Singh y Sharma, 2018).

Las enfermedades poscosecha son una de las causas mas relevantes
que afectan a la calidad de productos hortofruticolas durante el
almacenamiento, principalmente generadas por hongos de la especie
Botrytis, Penicillium, Monilia, entre otros (Castillo et al., 2010), y la
resistencia natural de las frutas y verduras a estas enfermedades disminuye
con el tiempo de almacenamiento y la madurez (Troncoso-Rojas y Tiznado-
Hernandez, 2014). La especie Botrytis cinerea es considerada una de las
enfermedades poscosecha mas comunes de varias frutas, incluidas las
manzanas (Batta, 2004; Palou et al., 2015). La infeccibn comienza con un
area circular mas oscura donde los tejidos son mas blandos que el resto de
partes de la fruta, y la esporulacién posterior, cuyo color varia de blanco a
gris, se desarrolla desde el lugar de la infecciobn en condiciones de
temperatura ambiente y alta humedad (Romanazzi y Feliziani, 2014).

Los tratamientos con ceras sintéticas convencionales y fungicidas
quimicos han sido utilizados durante afios para controlar la descomposicién
poscosecha y prolongar la vida util de la fruta. Sin embargo, las nuevas
regulaciones restrictivas con respecto a sus residuos, la reduccion de los
limites legales de aceptabilidad y la continua aplicacion de estos
tratamientos ha conducido a una creciente preocupacion hacia estos
compuestos y a la proliferacion de cepas patégenas resistentes (Sapper et
al., 2018).

Con el objetivo de reducir el uso de aditivos quimicos en la industria
alimentaria, la comunidad cientifica ha realizado un esfuerzo en buscar una
alternativa sostenible y respetuosa con el medio ambiente y ha aumentado el
interés en el empleo de aditivos alimentarios naturales con propiedades
antifangicas y antioxidantes que no tienen efecto negativo en la salud
humana (Alves-Silva et al., 2013). Los aceites esenciales extraidos de
plantas y especias poseen dichas propiedades (Viuda-Martos et al., 2010)
proporcionadas por sus componentes fendlicos de naturaleza terpenoide
(Hulin et al., 1998). El carvacrol, componente principal de los aceites
esenciales de orégano y tomillo, es un compuesto que exhibe una actividad
antimicrobiana de amplio espectro, por lo que su estudio resulta interesante
(Requena et al., 2017).

No obstante, a pesar del gran potencial de los aceites esenciales, la
principal limitacion de su aplicacion es la posible induccion de un fuerte olor
y sabor en la fruta, la alta volatilidad de los compuestos que ejercen
actividad antifungica, riesgos de fitotoxicidad y problemas tecnologicos
asociados con aplicaciones a escala comercial (Palou et al., 2016). Para
solventar este problema se han desarrollado recubrimientos activos a base



de biopolimeros naturales, como polisacaridos o proteinas, con aceites
esenciales, que han demostrado poseer un efecto antibacteriano y
antifangico (Atarés y Chiralt, 2016), evitando el contacto directo con el fruto y
modulando su liberacion. Los recubrimientos actian como barrera al
intercambio de gases, reduciendo las alteraciones microbiolégicas y la
transferencia de gases, proporcionando un efecto similar al almacenamiento
en atmosfera modificada o controlada (Vargas et al., 2008).

En la actualidad, debido a su abundancia y bajo coste de produccion,
existe un gran interés en la utilizacién de almidén (S) como componente de
peliculas comestibles y recubrimientos biodegradables (Palacin, 2012). Los
recubrimientos a base de almidon proporcionan una pelicula inodora y
transparente que presenta muy baja permeabilidad al oxigeno y otros gases,
lo cual supone una ventaja en su aplicacibn como material de envasado de
productos hortofruticolas, que podrian ademés ser portadores de
compuestos activos para el control antifingico (Ortega-Toro et al., 2017). Sin
embargo, presenta algunas limitaciones para su empleo a causa de su fuerte
caracter hidrofilico y escaso poder barrera al vapor de agua y pobres
propiedades mecanicas, comparado con los polimeros sintéticos
convencionales (Teixera et al., 2009).

Se han realizado diferentes intentos para resolver estos problemas
obteniendo mezclas de almidén con otros biopolimeros o bioplasticos
(Bonilla et al., 2013; Gupta et al., 2014; Ortega-Toro et al., 2014) que se
obtienen a partir de fuentes renovables o sintesis y son biodegradables. De
los bioplasticos, el alcohol polivinilico (PVA), los poliésteres alifaticos, como
los poli B-hidroxialcanoatos (PHA) y el acido polilactico (PLA) o la poli e-
caprolactona (PCL), representan alternativas interesantes debido a sus
buenas propiedades mecéanicas y, en algunos casos, de naturaleza
hidrofoba, que pueden contribuir a modular las propiedades del almidon.
Entre todos ellos, el PVA exhibe mayor biocompatibilidad con las moléculas
de almidén a un menor coste (Lu et al., 2009) y presenta buena capacidad
de formacién de peliculas transparentes e inodoras, con alta resistencia a la
traccion y flexibilidad y buenas propiedades barrera al oxigeno y a los
aromas, caracteristicas que se deben a la presencia de grupos OH y a la
formacion de enlaces de hidrégeno (Bonilla et al., 2014).

En el presente trabajo, se aplicaron recubrimientos de PVA y S que
incorporaban carvacrol para evaluar: (1) el comportamiento poscosecha de
la fruta recubierta en términos de pérdida de peso, tasas de respiracion y
propiedades mecanicas y (2) la eficacia antifangica de estos recubrimientos
como tratamiento curativo contra Botrytis cinerea en manzanas.



MATERIALES Y METODOS
Materiales

Las disoluciones formadoras de recubrimiento (DFR) se prepararon a
partir de almidén de patata (Roquette, Lestrem, France), alcohol polivinilico
de peso molecular 13,000-23,000 y grado de hidrolisis 87-89% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) y carvacrol como compuesto antifingico (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA). Como agente plastificante se utilizdé glicerol
(Panreac Quimica S.A., Castellar de Valles, Barcelona, Espafa). El Agar
Patata Dextrosa (PDA) y el NaCl utilizados para el analisis microbioldgico
fueron adquiridos de Scharlab (Barcelona, Espafia) y Panreac Quimica S.A.
(Castellar de Vallés, Barcelona, Espafia), respectivamente.

Disefio experimental y elaboracion de las dispersiones formadoras de
recubrimiento (DFR)

Las formulaciones con diferentes relaciones de almidén de patata (S) y
alcohol polivinilico (PVA) se obtuvieron a partir de dos disoluciones madre en
las siguientes proporciones: OPVA:100S y 100PVA:0S. Como plastificante se
adiciono glicerol (GLI) en relaciéon polimero:glicerol 1:0,25. Se adicion6 por
emulsificacion directa carvacrol (C) como compuesto activo en una
proporcién de un 40 u 80% respecto al peso del PVA (en la nomenclatura,
Ca0 Yy Cgo respectivamente). La Tabla 1 indica las diferentes formulaciones
acompafiadas por la fraccion masica de cada componente respecto al total
de sodlidos.

TABLA 1. Fracciéon masica (Xi) de cada compuesto en el total de sélidos de
cada formulacion (siendo i: S-almidén, PVA- alcohol polivinilico, GLI-glicerol,
C-carvacrol)

Formulacion Xs Xpva XeLi Xc
100PVA:0S 2,5
100PVA:0S- Cyg 2,5 1

75PVA:25S-C4p 0,625 1,875 0,156 0,75
50PVA50S-Cys 1,250 1,25 0,312 0,5
S50PVA50S-Cg 1,250 1,25 0,312 1

La preparacion de las disoluciones formadoras de recubrimiento (DFR) se
realizd por emulsificacion directa. La dispersion de almidon se llevé a cabo
en agua destilada al 2,5 % (p/p) y se mantuvo a 95 °C durante 30 min para
inducir la gelatinizacion. De manera paralela, el PVA se dispersd en agua
destilada al 2,5 % (p/p) y se mantuvo a 90 °C durante 30 min. Una vez
transcurrido el tiempo se dejaron enfriar las dispersiones hasta temperatura
ambiente. A la dispersion de almidon se incorpord directamente glicerol en
relacion polimero:glicerol 1:0,25. Se adicion6 carvacrol a la dispersion de
PVA vy las dispersiones se homogeneizaron durante 4 min a 12500 rpm, con
ayuda de un homogeinizador Ultraturrax (Yellow Line Model DI 25 basic,



IKA, Staufen, Alemania). Posteriormente se realizaron las mezclas en las
diferentes proporciones, y se mantuvo en agitacion magnética suavemente
durante 1 h. Las dispersiones se desgasificaron utilizando una bomba a
vacio (MZ 2C NT, Vacuubrand GMBH + CO KG, Wertheim, Alemania) y se
dejaron reposar cubiertas con papel de plata y parafilm hasta el dia siguiente
debido a que la presencia de espuma dificultaba su aplicacion.

COMPORTAMIENTO REOLOGICO

El comportamiento reoldgico de las DFR se analizo por triplicado a 25°C
con un reometro rotatorio (HAAKE Rheostress 1, Thermo Electric
Corporation, Karlsruhe, Alemania) equipado de un sensor de cilindros
coaxiales (Z34DIN Ti). Las curvas de flujo se obtuvieron después de un
tiempo de estabilizacion de 5 min del sensor a 25 °C. El esfuerzo cortante
(o) se midi6 en funcién del gradiente de velocidad (y) de 0 a 500 s™, con el
objetivo de determinar el indice de consistencia (K) y el indice de
comportamiento al flujo (n), aplicando el ajuste al modelo de Otswald de
Waele. Adicionalmente se determiné el valor de la viscosidad aparente (n)
de las dispersiones a 500 s™ (ecuaciones 1y 2).

o=K-y" (1)
_ o) @
=7

Dénde: o = esfuerzo cortante (Pa); K = indice de consistencia (Pa-s)"; y =
gradiente de velocidad (s™); n = indice de comportamiento al flujo y n
viscosidad aparente (Pa-s).

Aplicacion de los recubrimientos y caracterizacion de parametros de
calidad y estabilidad para la conservacion de manzanas

Los recubrimientos se aplicaron a manzanas (Malus domestica Borkh cv.
Golden delicious), adquiridas en un mercado de Valencia, y fueron
seleccionadas por inspeccion visual de acuerdo a su color, tamafio, firmeza
y ausencia de dafios fisicos superficiales. Para la aplicacion del
recubrimiento las manzanas fueron previamente lavadas con una solucién
de hipoclorito de sodio 1%, enjuagadas con agua desionizada y secadas a
temperatura ambiente. Los recubrimientos fueron aplicados manualmente
por inmersion de la fruta en cada DFR durante 3 segundos, comprobando
gue se habia realizado de manera efectiva, y se dejaron secar 24 horas. Las
manzanas se pesaron antes y después de la aplicacion del recubrimiento.
Las frutas permanecieron almacenadas en condiciones ambientales (25 °C y
55% HR), durante 14 dias. Se utilizaron 5 frutas sin recubrimiento (control) y
5 frutas por formulacion.

Tras la aplicacion de los recubrimientos se realizaron las siguientes
determinaciones:



DENSIDAD SUPERFICIAL DE SOLIDOS

La densidad superficial de solidos (DSS) aplicados en cada manzana
recubierta se determind aplicando la ecuacion (3) segun (Marin et al., 2017),
por diferencia de masa antes y después de la aplicacion del recubrimiento,
utilizando una balanza de precision (Kern PFB 120-3, Alemania):

(mgp —my) * Xsprr 1
. L 3
— pm 5 (3)

DSS =

Donde: mg= masa de la manzana recubierta; my= masa de la manzana sin
recubrir, Xsprr= fraccibn masica de solidos de la DFR (g solidos/g
disolucién); pm= densidad de la manzana (g/m®). Para la obtencién de la
superficie especifica (S.=6/d, m? superficie/m®> manzana), se calculé el
diametro promedio (d) de la manzana asimilando su volumen al de una
esfera, determinando su peso y densidad.

PERDIDA DE MASA

El control de la pérdida de peso de las manzanas una vez seco el
recubrimiento se llevd a cabo utilizando una balanza analitica (ME235P
Sartorius, Alemania) a diferentes tiempos de almacenamiento (3, 7 y 14
dias). Para cada una de las formulaciones se utilizaron 5 manzanas
recubiertas, y ademas, 5 manzanas sin recubrir (control). La pérdida de
masa (g) se refirié a la masa inicial de la fruta, y finalmente los resultados se
expresaron como la velocidad de pérdida de peso (dias™), que se obtuvo a
partir de la pendiente de la recta lineal ajustada de los datos de pérdida de
peso relativa en funcion del tiempo.

TASA RESPIRATORIA

La tasa respiratoria de las manzanas en términos de consumo de O, y
produccion de CO, (expresada en mL-kg*-h™ de O, y CO,), se determiné
mediante el equipo CheckMate 9900 PBI Dansensor, (Ringsted, Dinamarca).
Se analizaron 4 manzanas recubiertas por formulacion introducidas de dos
en dos en frascos herméticos y se realizaron medidas de la concentracion de
gases en el espacio de cabeza a intervalos de 30 minutos durante 4 horas a
diferentes tiempos de almacenamiento de las frutas: 3, 7 y 14 dias. El mismo
procedimiento se ejecuté a 4 manzanas no recubiertas (control), tanto al
inicio como a los 14 dias de almacenamiento. La velocidad de respiracion de
las manzanas en términos de consumo de O, y produccién de CO, se
determind a partir de la pendiente de la ecuacion lineal ajustada (ecuacion

(4)).

‘t 4)

NIES

Yit = Yio £ 100 R;. -



Doénde: y;;= concentracion de gas a tiempo t; y;,= concentracion de gas
inicial; Ri= velocidad de respiracion (mL-kgt-min™); M= masa de las
muestras (kg); V= volumen del espacio de cabeza (mL); t= tiempo.

También se determiné el cociente de respiracion (CR), expresado como
la relacién entre la produccion de CO; y el consumo de O,.

FIRMEZA

Se determind la firmeza de las manzanas con una prensa universal
(Stable Micro Systems, TA.XT plus, Haslemere, England), mediante un
ensayo de puncion sobre la fruta sin piel, tal como describe Saei et al.,
(2011), con algunas modificaciones. Se realizaron las mediciones en la fruta
entera, colocada sobre un anillo para mantenerla estable, en cuatro puntos
diferentes de la zona ecuatorial de la manzana con un punzén de 11 mm de
diametro, a una velocidad de 10 mm-min™ y penetracién total de 10 mm. Las
medidas se realizaron en cinco manzanas control (no recubiertas) tanto al
inicio como a los 14 dias de almacenamiento, y también a cinco manzanas
por formulacion, después de 14 dias desde la aplicacion del recubrimiento.
La fuerza maxima (N) de ruptura de cada muestra (Fmax), asi como la
distancia (mm) correspondiente a la fuerza de fractura (dméax) fueron
registradas.

Efectividad antifungica in vivo de los recubrimientos aplicados en
manzanas

El estudio de la actividad antifangica in vivo de los recubrimientos se
realizé frente a Botrytis cinerea. Para ello, el hongo fue inoculado en tubos
de ensayo de Agar Patata Dextrosa (PDA) e incubado a 25 °C hasta la
esporulacion (7 dias). La suspension de esporas se preparé afiadiendo
aproximadamente 10 mL de suero fisiol6gico (0,7% p/p de NaCl y 0,01% p/p
de Tween 85) a los tubos, y las esporas se rasparon del agar usando un asa
estéril, se contaron en una camara de recuento y, finalmente, la suspension
se ajusté a una concentracion de 3-10* esporas/mL.

Las manzanas se inocularon con 100 uL de la suspensién de esporas,
realizando una incisiébn de 2 mm de profundidad por fruto, 24 h antes de la
aplicacion de los recubrimientos (utilizando el mismo método de aplicacion
empleado inicialmente). Las muestras se secaron por conveccion natural y
posteriormente se almacenaron en bandejas de plastico perforadas, donde
no entraran en contacto directo entre ellas, a 20 °C y 55% HR. Se utilizaron
12 frutas por serie (con y sin recubrimiento). Los diametros de lesion (mm)
se midieron durante los dias 2, 5, 7, 9 y 12 de incubacion posteriores,
reflejando la gravedad de la enfermedad.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente mediante el
analisis de varianza (ANOVA), empleando Statgraphics Centurion XVI.II para
Windows (Manugistics Corp., Rockville, Md).



RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las dispersiones formadoras de recubrimiento

La Figura 1 muestra las curvas de flujo obtenidas experimentalmente
para las distintas dispersiones, y se puede observar que todas las
formulaciones presentaron inicialmente un comportamiento newtoniano y a
partir de un cierto gradiente de velocidad, se volvieron dilatantes. Este efecto
puede atribuirse a que el gradiente de velocidad provoc6 un aumento en la
friccion molecular y en consecuencia se produjeron cambios estructurales en
la forma de organizarse las moléculas, variando su comportamiento y
aumentando el valor de la viscosidad. Se puede observar que la
incorporacion de mayor concentracion de carvacrol aumentoé el rango en el
que se mantiene el régimen newtoniano, siendo entonces la viscosidad
constante en un rango de gradientes de velocidad méas amplio.

4 - 100PV:0S
35 | —— 100PVA:0S-C40
75PVA:25S-C40
3 50PVA:50S-C40
25 | ——B50PVA:50S-C80 -
& 2
® 15
1
0,5
0 »
0 100 200 300 400 500
Yy (s?)

FIGURA 1. Curvas de flujo tipicas, a 25°C, de las diferentes formulaciones
con carvacrol (—) y sin carvacrol (—-).

La Tabla 2 muestra los valores de la viscosidad en los distintos tramos, el
gradiente donde ocurre el cambio de comportamiento, los parametros del
ajuste al modelo de Otswald de Waele y la viscosidad aparente a 500 s™
para el fluido dilatante. En el tramo newtoniano, la viscosidad de las DFR
aumentd significativamente (p<0.05) con el aumento del contenido en
almidon y carvacrol. A mayores gradientes de velocidad (en el tramo
dilatante), se observaron diferencias significativas en los valores de n de las
distintas formulaciones, en todos los casos superiores a 1. Las DFR se
volvieron significativamente menos newtonianas (y mas dilatantes), con
menores valores del parametro K, con el aumento de la concentracién de
almidon y carvacrol. Ademas, la incorporacion de carvacrol al PVA puro,
disminuyo significativamente (p<0.05) la viscosidad de la formulacion.
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TABLA 2. Parametros reolégicos (tramo newtoniano: viscosidad p; gradiente
donde ocurre el cambio reolégico y; tramo dilatante: indice de
comportamiento al flujo n, indice de consistencia K y viscosidad aparente a
500 s* Nap) de las diferentes DFR. Valores medios y desviacion estandar.

Comportamiento

Newtoniano Dilatante
3 T
Muestra p-10°(Pas) y(s™? n K-10° (Pa.s)" nap'l(()PaéS?OO S
100PVA:0S 2,92 (0,12)% 151 1,500 (0,016)* 0,24 (0,02)° 5,34 (0,06)b
100PVA:0S-C4 2,89 (0,09)% 151 1,588 (0,004)b 0,133 (0,003)b 5,151 (0,002)*
75PVA:25S-C,y 3,51 (0,02)b 219 1,636 (0,005)° 0,118 (0,003)b 6,11 (0,02)°

50PVA:50S-C4 5,33 (0,05)° 350 1,738 (0,003)" 0,074 (0,002) 7,290 (0,003)"

50PVA:50S-Cg 6,04 (0,04 396  1,81(0,03)° 0,0485(0,1112)° 7,57 (0,03)°

Diferentes letras (a-e) en la misma columna indican diferencias significativas entre las
distintas formulaciones, con un intervalo de confianza del 95%.

Aplicacion de los recubrimientos en manzanas

La Tabla 3 recoge los resultados de la densidad superficial de solidos
(DSS) aplicados sobre la superficie de las manzanas con las diferentes DFR,
la velocidad de pérdida de peso, los parametros de firmeza y la tasa
respiratoria de cada una de las muestras analizadas, a dos tiempos distintos.

Los valores de la DSS son indicadores del espesor del recubrimiento en
la fruta, asi que cuanto mayor sea la DSS mayor espesor tendra el
recubrimiento. El valor de la DSS depende de la cantidad de recubrimiento
que se adhiere a la superficie de la fruta y del contenido total de sélidos de la
formulacién, y se ve muy afectado por la humectabilidad y extensibilidad,
ademas de la viscosidad de las formulaciones.

Cabe destacar que los valores obtenidos fueron bastante bajos, en
comparacién con el trabajo de Sapper et al., 2019. Sin embargo, las
formulaciones 50PVA:50S-C4 Yy 50PVA:50S-Cgy presentaron valores
significativamente mayores respecto al resto de dispersiones. Esto puede
ser explicado por la mayor viscosidad de estas formulaciones a bajos
gradientes de velocidad. El contenido de almidon y carvacrol en las DFR
influye en la cantidad de sélidos adheridos, ya que esta relacionado con una
mayor viscosidad de las dispersiones (el drenaje ocurre a bajos gradientes
de velocidad, del orden de 10 s (Steffe, 1996)) y produce la limitacién en
el drenaje gravitacional de las dispersiones en el momento del secado del
recubrimiento.

Por otro lado, no se observo efecto de los recubrimientos (p>0.05) en la
velocidad de pérdida de masa de las muestras a los 14 dias de
almacenamiento, seguramente por la poca cantidad adherida, que limita su
efectividad.

En cuanto a las propiedades mecanicas, los valores de firmeza (Fmax) y
distancia en el punto de fractura (dméax) a tiempo cero en las manzanas
control fueron 29(3) N y 2,9(0,4) mm, respectivamente. Tras dos semanas, la
distancia aumentd en todas las formulaciones respecto al valor inicial,
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indicando el aumento en la deformidad del tejido con el tiempo, asociado a la
pérdida de turgor celular por la deshidratacion superficial de las muestras.
No se observaron diferencias significativas en cuanto al parametro firmeza
entre los distintos tratamientos al cabo de 2 semanas de almacenamiento.
Por otro lado, la mayor distancia de penetracion requerida hasta alcanzar la
fuerza maxima de fractura se observo en la dispersion 100PVA:0S-Cy Y la
menor, en la dispersion 50PVA:50S-Cgy aunque en ningun caso fueron
diferentes significativamente del control.

El efecto de los recubrimientos en la tasa de respiracion de las manzanas
(control y recubiertas) a los 3 y 14 dias se muestra en la Tabla 3. Los
recubrimientos pueden servir como barrera a los gases, lo que reduciria las
tasas de respiracion (Conforti et al., 2007), debido a un bloqueo de los poros
de la superficie. La menor tasa de respiracion esta asociada al menor
intercambio de gases y por tanto, menor disponibilidad de oxigeno para
respirar. Sin embargo, el grado de modificacion de la atmdsfera interna de la
fruta depende del tipo de material utilizado, de su homogeneidad y su
espesor, entre otros (Smith et al., 1987). En general se observé una
disminucién en el consumo de oxigeno y produccién de CO, en las muestras
recubiertas, aunque la gran variabilidad encontrada hizo que esta
disminucién no fuera significativa en la mayoria de los casos, a pesar de que
este tipo de recubrimientos presentan una alta barrera al oxigeno (Miller y
Krotcha, 1997). Esta variabilidad puede ser consecuencia de nuevo, de la
poca cantidad de material depositado en la superficie (Banks et al., 1993) o
de la falta de una completa cobertura de la fruta una vez se seca el
recubrimiento.

La tasa de respiracién de oxigeno y de diéxido de carbono del control se
mantuvo constante tras 14 dias y en las muestras recubiertas, oscil6 a lo
largo del tiempo ensayado sin una tendencia clara.

El cociente respiratorio (CR) es la proporcion de CO, producido por O,
consumido por el producto y su valor oscila entre 0.7-1.3 en la respiracion
aerébica dependiendo del sustrato metabdlico (Kader et al., 1989). En
general, dicho cociente respiratorio no cambié a lo largo del tiempo, lo que
muestra que no existieron cambios en las rutas metabdlicas durante el
tiempo de analisis. Tampoco se encontraron diferencias significativas en
cuanto al CR de los diferentes tratamientos, excepto para una de las
formulaciones con mayor contenido en carvacrol (100PVA:0S-C40), que fue
algo mayor.

En general se puede concluir que la aplicacion de los recubrimientos
activos con carvacrol ensayados no tuvo un efecto destacable sobre la
fisiologia metabdlica de la manzana.
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TABLA 3. Densidad superficial de sélidos DSS, velocidad de pérdida de masa relativa al peso inicial (dia™), velocidad de
consumo de O, y de produccién de CO, (mL/kg-h), cociente de respiracion (CR) y valores de fuerza maxima de ruptura y
distancia en el punto de fractura (dmax) en el punto del maximo tras dos semanas de almacenamiento, de las manzanas
recubiertas con diferentes dispersiones y sin recubrir (control). Los valores de los parametros mecanicos a tiempo cero en las
manzanas control fueron Fmax inicial: 29 (3), dmax inicial: 2,9 (0,4).

Muestras

Control 100PVA:0S 100PVA:0S-C4  75PVA:25S-C,  50PVA:50S-C,  50PVA:50S-Cg
DSS (g/m? - 0,352 (0,112)® 0,30 (0,07)® 0,22 (0,08)? 0,49 (0,13)° 0,53 (0,09)°
V pérdida de a a a a a a
masa (dias™) -0,34 (0,08) -0,32(0,12) -0,295 (0,012) -0,33 (0,07) -0,34 (0,05) -0,35 (0,05)
Fmax (N) 31 (3)° 33 (7)? 32 (4)? 34 (4)? 32 (4)? 29 (3)?
dmax (mm) 3,9 (0,2)™ 4,0 (1,3)™ 4,4 (0,2)° 3,9 (0,6)™ 3,7 (0,5)™ 3,5(0,4)®
\Y consumo de 02 ab a a ab ab b
(mL/kg h) t=3 11(5) 6 (5) 4,8 (1,5) 11,9 (0,6) 9 (4) 15 (2)
\Y producciéon CO2 b a b ab ab b
(mL/kg h) 1=3 16 (4) 6,6 (0,9) 11,9 (1,4) 13 (3) 12 (6) 14,5 (1,9)
CR t=3 1,4 (0,5) 0,8 (0,5) 1,8 (0,3)* 1,358 (0,003)? 1,8 (0,6)% 1,26 (0,03)*
Vv consumo de 02 bc a ab c bc bc
(mL/kg h) =14 11 (3) 6 (0,5) 6,7 (1,2) 13 (3) 12 (5) 10,5 (0,8)
\Y produccién CO2 bc a b bc b c
(mLKg h) t=14 16 (10) 3 (4) 9,7 (1,4) 16,2 (0,8) 10 (3) 19 (2)
CR t=14 1,46 (0,13)* 1,11 (0,07)? 1,708 (0,107)° 1,308 (0,097)%* 1,435 (0,102)° 1,38 (0,07)"

Diferentes letras (a-c) en la misma fila indican diferencias significativas entre las distintas formulaciones al 95%.
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Analisis del efecto antifungico in vivo de los recubrimientos

Numerosos estudios previos han demostrado que la aplicacion de
recubrimientos con incorporacion de aceites esenciales contribuy6 al control
de diversas enfermedades causadas por patdégenos en el almacenamiento
poscosecha de fruta (entre ellos Botrytis cinerea) por un efecto sinérgico de
estos compuestos (Campos-Requena et al.,, 2017; Grande-Tovar et al.,
2018; Perdones et al., 2012). Se puede observar una amplia variabilidad en
la eficacia del control de la enfermedad, basicamente debida a numerosos
factores que pueden influir en las propiedades antifungicas de los
recubrimientos. Entre los factores mas importantes se pueden citar los
siguientes: la naturaleza de la matriz del recubrimiento; el tipo y la
concentracion de los compuestos antifingicos; las especies y las cepas de
patbgenos poscosecha objetivo; la especie, cultivar y condicién fisica y
fisiolégica de la fruta hospedadora y las condiciones ambientales
poscosecha.

La Tabla 4 recoge los valores del didmetro de lesién (mm) de la fruta que
indican la severidad de la inoculacién de Botrytis cinerea. No se observaron
diferencias significativas entre las muestras control y las recubiertas con
PVA sin carvacrol. En cambio, en las formulaciones con carvacrol el
crecimiento del hongo fue significativamente menor que en el control,
especialmente en las formulaciones con mayor contenido en carvacrol
(100PVA:0S-C40 y 50PVA-50S-Cgp), que fueron mas efectivas y redujeron la
severidad del moho gris. Para una mejor observacion de los resultados, se
han representado en la Figura 2 los valores del porcentaje de reduccion de
la severidad causada por el hongo gris Botrytis cinerea en las manzanas
recubiertas respecto a las manzanas control tras 2, 5, 7, 9 y 12 dias de
almacenamiento. De nuevo puede observarse que la presencia de carvacrol
en el recubrimiento afecta de forma importante al grado de inhibicion del
crecimiento del hongo, siendo mayor a medida que aumenta la cantidad de
aceite esencial y disminuye la de almidén. En este sentido parece que la
formulacion 100PVA:0S-Cy4 es la que presenta mayor potencial antifingico
durante todo el tiempo de almacenamiento ensayado, si bien a partir del 9°
dia el porcentaje de reduccion de la severidad también fue mayor en la otra
formulacién con mayor contenido en carvacrol (50PVA:50S:Cgo). También es
posible observar como el efecto antifungico va disminuyendo con el tiempo
de almacenamiento, debido probablemente al caracter volatil del aceite.
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FIGURA 2. Porcentaje de reduccion de la severidad producida por el

hongo Botrytis cinerea en manzanas recubiertas con respecto al control tras
2,5,7,9y 12 dias de almacenamiento.

La evolucion del crecimiento del hongo después de la inoculacion artificial
en manzanas sin recubrimiento (control) y en manzanas recubiertas a
diferentes tiempos de almacenamiento (2, 5, 7, 9 y 12 dias) se muestra en la
Figura 3. Se puede observar un avance del crecimiento del hongo a lo largo
del tiempo en todos los casos, pero de manera mucho mas acusada en las
muestras control no recubiertas. Este resultado refleja la efectividad del
carvacrol como agente antifingico incorporado en esta matriz polimérica.
Las interacciones de los recubrimientos y sus componentes con la superficie
de la fruta constituyen un factor distintivo para definir el comportamiento
particular de la fruta recubierta (Basiak et al, 2019), y en el caso de los
recubrimientos formulados con ingredientes antifingicos, estas interacciones
pueden afectar a la capacidad de control de las enfermedades in vivo del
recubrimiento (Valencia-Chamorro et al, 2011).
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TABLA 4. Didmetro de lesion tras 2, 5, 7, 9 y 12 dias de almacenamiento de las manzanas recubiertas con diferentes
dispersiones y sin recubrir (control).

Muestras
Control 100PVA:0S  100PVA:0S-C, 75PVA:25S-C4 50PVA:50S-C,  50PVA:50S-Cg
Dia 2 7,50 (5,09)° 8 (4)° 2 (2)? 3 (3)? 2 (4) 2 (4)
Dia 5 42 (13)™ 44 (4) 15 (17)* 18 (19)* 30 (17)" 24 (19)®
Dia 7 65 (7)° 63 (6)™ 29 (26)* 36 (24)* 46 (23)™ 37 (25)*
Dia 9 84 (9)° 81 (9)° 45 (32)* 52 (29)° 64 (28)*° 48 (31)*
Dia 12 100 (10)° 97 (15)° 61 (39)% 70 (35)2 80 (34)® 61 (34)*

Diferentes letras (a-d) en la misma fila indican diferencias significativas entre las distintas formulaciones, con un intervalo de confianza del 95 %.
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FIGURA 3. Avance del crecimiento interno de Botrytis cinerea después de la inoculacion en manzanas sin recubrimiento

(control) y con recubrimientos de las diferentes dispersiones tras 2, 5, 7, 9 y 12 dias de almacenamiento.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de recubrimientos a base de PVA, almidon y carvacrol a
manzanas Golden delicious no supuso cambios notables en las pérdidas de
peso, velocidad de respiracion o propiedades mecanicas de la fruta,
seguramente debido a su baja viscosidad, que dio lugar a una baja densidad
superficial de sélidos de los recubrimientos utilizados. Sin embargo, su
aplicacion fue muy efectiva contra el crecimiento de Botrytis cinerea,
especialmente en las formulaciones con mayor contenido en carvacrol
(LOOPVA:0S-C4 y 50PVA:50S-Cg), reduciendo significativamente la
severidad de la infeccion. Investigaciones futuras se centraran en el estudio
del impacto sensorial de los recubrimientos sobre la fruta.
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