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EFECTO DE LA APLICACION DE RECUBRIMIENTOS
ANTIFUNGICOS CON CARVACROL SOBRE LA VIDA UTIL Y
LA CALIDAD SENSORIAL DE MANZANAS GOLDEN
DELICIOUS

Elena Rodriguez Yesares, Mayra Sapper, Eugenia Martin Esparza?, Consuelo
Gonzélez Martinez?!

RESUMEN

En el presente trabajo se han estudiado diferentes formulaciones de
recubrimientos elaborados a base de alcohol polivinilico (PVA) y almidon de
patata (S) con la incorporacién de carvacrol (C) que proporciona la accion
antifangica al recubrimiento. Se evalud la retencion de carvacrol por el
recubrimiento y la densidad de sélidos en superficie. También se evalu6 su
efectividad antifingica durante el almacenamiento poscosecha de manzanas
Golden Delicious inoculadas con Penicillium expansum y la aceptacion por los
consumidores a través de catas sensoriales. Su aplicacién fue muy efectiva
contra el crecimiento de Penicillium expansum, al reducir significativamente la
incidencia y severidad del hongo, especialmente aquellas formuladas con
mayor proporcion de almidén y carvacrol (50PVA:50S-Cay 50PVA:50S-Cg).
Sin embargo, los resultados del andlisis sensorial pusieron de manifiesto el
impacto negativo del carvacrol sobre el aroma y sabor de las manzanas,
incluso tras el lavado y el pelado de la fruta.

PALABRAS CLAVE: almidéon, PVA, carvacrol, recubrimiento, manzanas,
Penicillium expansum, antifangico.

RESUM

Al present treball s’han estudiat diferents formulacions de recobriments
elaborats amb base d'alcohol polivinilic (PVA) i midé de creilla (S) amb
l'incorporaci6 de carvacrol (C) que proporciona l'accié antifangica al
recobriment. Es va avaluar la retencié de carvacrol pel recobriment i la densitat
de solids en superficie i la seua [lefectivitat antifUngica sobre
I'emmagatzemament postcollita de les pomes Golden Delicious inoculades
amb Penicillium expansum. A mes, l'acceptacio pels consumidors a travées
d’analisis sensorials també fou estudiada. Els resultats mostraren que la
aplicacio del recobriments amb carvacrol van ser molt efectives contra el



creixement de Penicillium expansum, al reduir significativament la incidencia i
severitat del fong, especialment en aquelles formulades amb major proporcié
de mido i carvacrol (50PVA:50S-Ca0 i 50PVA:50S-Cso). No obstant aixo, els
resultats de I'analisi sensorial mostraren un possible rebuig dels consumidors
a estos recobriments, donada la baixa acceptacio de I'aroma i el sabor del
producte tractat, inclis després del llavat i el pelat de la fruita recoberta.

PARAULES CLAU: midd, PVA, carvacrol, recobriment, pomes, Penicillium
expansum, antifangic.

ABSTRACT

In this work, different coatings based on polyvinyl alcohol (PVA) and potato
starch (S) have been studied with the incorporation of carvacrol (C) that
provides the antifungal action to the coating. The retention of carvacrol by the
coating and the density of solids on the surface was evaluated together with
the antifungal effectiveness on the post-harvest storage of Golden Delicious
apples previously inoculated with Penicillium expansum. Moreover, a sensory
analysis was also carried out to study the acceptability of the coated product.
The carvacrol loaded coatings were highly effective against the growth of
Penicillium expansum, significantly reducing the incidence and severity of the
fungus, especially in those formulated with higher proportion of starch and
carvacrol (50PVA:50S-Cs0 and 50PVA:50S-Cso). However, the results of the
sensory analysis showed the negative impact of these coatings on the aroma
and taste of the coated apples, even after the washing and peeling of the fruit.

KEYWORDS: starch, PVA, carvacrol, coating, apples, Penicillium expansum,
antifungal.
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INTRODUCCION

Los productos hortofruticolas sufren diversos cambios bioquimicos desde
su recoleccién hasta su consumo, el origen de los cuales puede ser fisico o
microbiolégico (Singh y Sharma, 2018). La podredumbre azul ocasionada por
el Penicillium expansum es una de las enfermedades fungicas mas comunes
en manzanas, peras y otras frutas ricas en pectina (Ma et al.,, 2017). La
infeccion inicial aparece en la mayoria de los casos en las partes dafadas de
la fruta, como contusiones o heridas. Aungue las infecciones suelen comenzar
en el campo, su crecimiento en el fruto tiene lugar durante el almacenamiento
poscosecha de la fruta, lo que se traduce en considerables pérdidas
econdémicas. En las frutas de pepita, los sintomas de la enfermedad incluyen
lesiones acuosas de color marrén claro.

Tradicionalmente, el manejo poscosecha de la fruta fresca implica el uso
de fungicidas quimicos sintéticos. Sin embargo, la preocupacion creciente por
su relacion con aspectos relacionados con la salud y el medio ambiente, junto
con la falta de aprobacién de renovacion de algunos de las moléculas activas
mas efectivas, ha dado lugar al desarrollo de métodos alternativos, naturales
y seguros para el control de las enfermedades poscosecha. La aplicacién de
recubrimientos comestibles es uno de los métodos méas efectivos para
aumentar la vida util de los frutos, ya que estos recubrimientos actian como
barrera al intercambio de gases, reduciendo las alteraciones microbioldgicas
y teniendo un efecto similar al almacenamiento en atmosfera modificada o
controlada (Vargas et al., 2008). Consiste en una pelicula compuesta por un
material apto para el consumo humano, el cual se aplica de forma liquida
sobre la superficie del alimento por medio de diferentes métodos como
inmersion, pulverizacion o filtracion (McHugh y Senesi, 2000).

Ademas, se plantean alternativas frente a los tratamientos fungicidas
tradicionales con productos de origen natural, inocuos para el consumidor,
como son los aceites esenciales extraidos de plantas, los cuales se adicionan
a los recubrimientos comestibles (Atarés y Chiralt, 2016). Los componentes
activos antimicrobianos actian de forma continua con el alimento,
aumentando la vida util, y manteniendo las cualidades sensoriales y la
seguridad alimentaria del mismo (Han, 2003).

El carvacrol es el componente principal de los aceites esenciales de tomillo
y orégano. Es un compuesto que tiene un gran efecto antimicrobiano, por lo
gue es objeto de estudio (Requena et al., 2017). Los principales
inconvenientes para su aplicacion son: la volatilidad de los compuestos que
ejercen actividad antifungica, lo que produce olor y sabor en la fruta, alterando
las propiedades organolépticas del alimento, riesgos de fitotoxidad y su
limitada viabilidad comercial debido al alto coste de la produccion a escala
comercial (Palou et al. 2016). Diversos estudios muestran que evitando su



contacto directo con el fruto y modulando su liberacidn se evita este problema,
por lo que se han desarrollado recubrimientos activos elaborados a partir de
biopolimeros naturales, como son los polisacaridos o proteinas, y dichos
aceites esenciales (Atarés y Chiralt, 2016).

Uno de los biopolimeros foco de investigacion actual es el almidon, debido
a su biodegradabilidad, su capacidad como plastificante, palatabilidad y
biodisponibilidad (Li et al., 2019). Ademas, presenta una baja permeabilidad a
gasee. En cambio, al compararlo con polimeros sintéticos, presenta
limitaciones como su caracter hidrofilico y desfavorables propiedades
mecanicas (Teixera et al., 2009).

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero soluble en agua con una
formacion altamente polar por hidrdlisis y polimerizacion de acetato de vinilo.
Es un material sintético biodegradable y adecuado para ser combinado con
materiales poliméricos naturales, como el almidén de patata (Gaikwad et al.,
2016).

En el presente estudio se combinaron alcohol polivinilico (PVA), almidén
de patata (S) y carvacrol (C) para evaluar la posible aplicacion como
recubrimiento comestible para el tratamiento poscosecha de manzana Malus
domestica Borkh cv. Golden Delicious frente a Penicillium expansum. En
concreto, se ha estudiado, por una parte, la retencion de carvacrol por el film
y su estructura mediante microscopia FESEM, y por otra parte, tras la
aplicacion del recubrimiento en manzana, la densidad superficial de sélidos
(DSS), capacidad antifingica del recubrimiento frente a Penicillium expansum
y evaluacion de las propiedades organolépticas de la fruta a través de un
andlisis sensorial.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Las disoluciones que forman el recubrimiento estan compuestas de
almidon de patata (Roquette Laisa Espafa S.A., Benifaid, Valencia, Espafa),
Alcohol Polivinilico de peso molecular 13,000-23,000 hidrolizado al 87-89%
(Sigma Aldrich Quimica S.L., Madrid, Espafia) y carvacrol como componente
con poder antifingico (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Como agente
plastificante se usé glicerol (PanReac Quimica S.A., Castellar de Valles,
Barcelona, Espafa).

Como absorbente de humedad se uso pentoxido de fésforo puro y como
disolvente metanol (PanReac Quimica S.A., Castellar de Valles, Barcelona,
Espafia).



Las manzanas (Malus domestica Borkh cv. Golden Delicious) fueron
adquiridas en un mercado de Valencia (Espafia). La fruta fue seleccionada de
acuerdo a la uniformidad de tamafio, forma, color, y a la ausencia de defectos
en su superficie.

Elaboracion de las dispersiones formadoras de recubrimiento (DFR) y
de los films

Las formulaciones con diferentes relaciones de almidon de patata (S) y
alcohol polivinilico (PVA) se elaboraron a partir de dos disoluciones madre en
las siguientes proporciones: OPVA:100S y 100PVA:0S. Como agente
plastificante se adicion6 glicerol (GLI) en relacion polimero:glicerol 1:0,25. El
compuesto activo escogido fue carvacrol (C), que se afiadid por emulsificacion
directa en proporcion 40 u 80% respecto al peso del PVA (en la nomenclatura,
C40 y C80 respectivamente). La Tabla 1 indica las diferentes formulaciones
acompafadas por la fraccidn méasica de cada componente respecto el total de
solidos.

TABLA 1. Fraccion mésica de cada compuesto (Xi) en el total de sélidos. (siendo i: S=almiddn,
PVA=Alcohol polivinilico, GLI= glicerol, C=carvacrol)

Formulacién Xs Xpva XeLi Xc
100PVA:0S 2,5
100PVA:0S-Cao 2,5 1

75PVA:255-Cs 0,625 1,875 0,156 0,75
50PVA:50S-C4 1,25 1,25 0,312 0,5
50PVA:50S-Cso0 1,25 1,25 0,312 1

La preparacion de las disoluciones formadoras de recubrimiento (DFR) se
realizd por emulsion directa. La dispersion de almidén se llevo 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 dispersé 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 a temperatura ambiente. El agente
plastificante se incorpor6 a la dispersion de almidon en relacidon
polimero:glicerol 1:0,25. El agente antifungico se adicion6 a la dispersion
100PVA:0S y se homogeneizo durante 4 min a 12500 rpm con un Ultraturrax
(Yellow Line Model DI 25 basic, IKA, Staufen, Alemania). Finalmente, se
realizaron las mezclas en las diferentes proporciones, que se mantuvieron en
agitacibn magnética suave durante 1 h.



Para la obtencion de los films, una cantidad de DFR con un contenido de
sélidos totales de 1,5 g fue extendida en placas de teflon (150 mm de
didmetro) para obtener una densidad de sélidos de 84 g/m?. Los films se
secaron por conveccion natural durante 48 h a 25°C y 45% de humedad
relativa. Tras el secado, los films extraidos de las placas se dejaron
acondicionar a 25°C.

Caracterizacion de los films
RETENCION DE CARVACROL

Para evaluar la retencion del compuesto activo durante la formacién del
film, se colocd una cantidad conocida de film (0,005 mg), por triplicado, en
viales de ambar que contenian 15 mL de una solucion de metanol al 50% (v/v),
herméticamente sellado, y se dejaron en agitacion a 300 rpm durante 24 h a
25°C para favorecer la extraccion de carvacrol. Posteriormente, las muestras
se filtraron con filtros de 0,45 um, y se midio la absorbancia (A) a 275 nm,
mediante el uso de un espectrofotdmetro (Evolution 201 UV-Vis, Thermo
Fisher Scientific Inc., Inglaterra), tal como se ha descrito en trabajos previos
(Tampau et al., 2017). La concentracion de carvacrol (CA) retenido por los
films fue determinada mediante una curva patrén obtenida con disoluciones
de carvacrol en el mismo solvente conteniendo entre 1,188 ppm y 71,28
mg/mL (C=0.014-A+0.0048; r? = 0.9995). El extracto del film sin carvacrol se
consider6 como blanco.

ANALISIS DE LA MICROESTRUCTURA

La microestructura de las peliculas se estudido con un Field Emission
Scanning Electron Microscope (FESEM) (ZEISS®, modelo ULTRA 55,
Alemania).

Las muestras se acondicionaron previamente en desecadores con
pentéxido de fésforo (P20s) para eliminar el agua presente. Posteriormente,
fueron sumergidas en nitrdgeno liquido para obtener secciones transversales
criofracturadas. Todas las muestras se montaron sobre soportes de cobre y
fueron recubiertas con platino. Las observaciones se realizaron utilizando un
voltaje de aceleracion de 2 kV.

Aplicacion de los recubrimientos en la fruta
Los diferentes recubrimientos se aplicaron a las manzanas previamente

sometidas a un proceso de limpieza y desinfeccion mediante inmersién en una
solucion de hipoclorito de sodio al 1%, seguida de enjuagado abundante con



agua corriente y secado por conveccion natural a temperatura ambiente. Se
emplearon 5 manzanas para cada formulacion.

Posteriormente, el recubrimiento se aplicé por inmersion de la fruta en las
diferentes DFR, de forma manual, durante 3 segundos. Las muestras control
no recubiertas fueron sumergidas en agua. Después se favorecié el secado
de los recubrimientos usando un ventilador durante 30 min, eliminandose asi
el exceso de recubrimiento mediante goteo por gravedad. Trascurrido este
tiempo se dejaron a temperatura ambiente durante 24h. La fruta fue finalmente
almacenada a 25°C y 65% de humedad relativa durante 14 dias.

Densidad superficial de sdlidos (DSS)

La DSS fue evaluada por diferencia de peso de la fruta antes y después de
la aplicacion del recubrimiento, utilizando una balanza de precision (Kern PFB
120-3, Alemania) y, posteriormente, aplicado la ecuacién (1) (Marin et al.,
2017):

(mg - my) * Xsprr 1
D cm—2) = . A
SS(g-m=°) M Pm S

(1)

Donde: mr= masa de la manzana recubierta; mo= masa de la manzana sin
recubrir, Xsprr= fraccion masica de solidos de la DFR (g solidos/g disolucion);
pm= densidad de la manzana (0,9 g-cm). Para la obtencién de la superficie
especifica (Se=6/d, m? superficie/m® manzana), se calculé el diametro
promedio (d) de la manzana asimilando su volumen al de una esfera.

Efectividad antifungica de los recubrimientos

El estudio de la actividad antifingica de los recubrimientos se realiz6 frente
a Penicillium Expansum. El cultivo del hongo (CECT-20906) fue sembrado en
tubos de ensayo con agar patata dextrosa (PDA; Scharlab, Barcelona,
Espafia) e incubado a 25°C durante 10 dias para acelerar su esporulacion. La
suspensiéon de esporas se prepard afiadiendo aproximadamente 10mL de
suero fisiolégico (0,7% p/p de NaCl y 0,01% p/p de Tween 85) a los tubos, y
las esporas se recogieron con un asa esterilizada previamente.

Para inocular las manzanas, se ajustaron las suspensiones a 1x10°
esporas-mL* en una cAmara de Neubauer, de acuerdo con trabajos previos
(Baert et al., 2008). Para obtener el numero de esporas en millones/ mL de
disolucion se utilizo la ecuacion (2).

x esporas  cuadros cdmara 1000 mm3

= Mill d L
y cuadros * Volumen camara © ~ 1mL illones de esporas/m (2)



Para el tratamiento antifingico se utilizaron 12 manzanas por formulacién.
Para ello se realizo una herida (aproximadamente 1,6 mm de diametroy 2 mm
de profundidad) en un punto de la zona ecuatorial de la fruta con la punta de
una varilla de acero inoxidable, y se inocularon con 20uL de la suspension de
esporas 24h antes de la aplicacion de los recubrimientos.

El grupo control, una vez inoculada de igual modo al ya descrito, fue
recubierta con agua.

Posteriormente las muestras inoculadas y recubiertas y los controles se
almacenaron en bandejas de plastico perforadas aptas para estar en contacto
con alimentos, a 20 °C y 55% HR, en una camara incubadora refrigerada
(EQUITEC, Eris 615 HR, Valencia, Espafia).

Los resultados se expresaron en términos de severidad del tratamiento,
teniendo en cuanta la lesién producida por la inoculacion del hongo. Para ello,
se midio el diametro de crecimiento del hongo horizontal y verticalmente (mm)
con un pie de rey-La medicion se realiz6 a los 4, 6, 8, 11y 13 dias de estudio,
ya que eran los dias que mejor reflejaban el crecimiento del hongo.

Ademas, también se determind el porcentaje de incidencia, que indica el
namero de muestras infectadas respecto al total a cada tiempo.

Analisis Sensorial

Un total de 40 jueces no entrenados evaluaron las muestras 2 dias
después de ser recubiertas en términos de apariencia, aroma, sabor y
preferencia global, usando una escala heddnica de 9 puntos. Las muestras
fueron presentadas aleatoriamente con un codigo de tres digitos y el analisis
se realizé en una sala de catas normalizada segun UNE-87-004. Los jueces
debian limpiar su paladar con agua entre muestras.

Se realizaron dos analisis sensoriales. La primera cata se realizo a partir
de manzanas recubiertas con las formulaciones: 100PVA:0S, 100PVA:0S-Cao,
50PVA:50S-C40, 50PVA:50S-Cso y una muestra control sin recubrir. Las
muestras fueron situadas y codificadas de forma aleatoria como se observa
en la Figura 1 para evaluar la apariencia y como se indica en la Figura 2 para
examinar el perfil olfato-gustativo. Al final de la cata se cuestiond la aceptacion
global, con intencién de que los catadores mostraran su preferencia como
consumidor englobando todos los resultados anteriores.

592 953 363 120 427

FIGURA 1. Disposicion y codificacion de las manzanas para la cata visual y olfativa de las
formulaciones.  Donde  592=100PVA:0S-Cs, 953=Control, 363=50PVA:50S-Cso,
120=50PVA:50S-Ca0 y 427=100PVA:0S.



592

427 953

120 363

FIGURA 2. Disposicion y codificacion de las muestras para la cata gustativa de las
formulaciones. Donde 592= 100PVA:0S-Ca40, 953= Control, 363= 50PVA:50S-Cso, 120=
50PVA:50S-Cs0 y 427= 100PVA:0S.

En el segundo analisis sensorial, se evaluaron porciones de fruta
recubiertas con la formulacion 50PVA:50S-C4o y sin recubrir (control) en
términos de aroma, sabor y preferencia global. La intencidn era saber si el
lavado y/o pelado de la fruta antes de ser consumida podia influir en la
aceptacion del recubrimiento por los consumidores, ya que se recomienda
lavar los productos hortofruticolas antes de su ingesta en crudo y ademas, un
elevado porcentaje de consumidores pelan la fruta. Por lo tanto, tanto las
porciones de manzana recubierta como las de la muestra control se
presentaron con/sin lavado y con/sin pelado, tal y como se observa en la
Figura 3.

Manzana sin piel Manzana con piel

102 528

483 250 275 940

FIGURA 3. Codificacion y distribucion de las muestras de manzana para la realizacion de la
segunda cata olfato-gustativa. Donde 102= Control sin piel, 250= Manzana lavada sin piel,
483= Manzana no lavada sin piel y 528= Control con piel, 940= Manzana lavada con piel,

275= Manzana no lavada con piel.
Anadlisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos fue realizado mediante
un analisis de la varianza (ANOVA) con el software Statgraphics Centurion
XVLII (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA). Para diferenciar
entre tratamientos, se utilizo el test de Fisher (least significant difference, LSD)
con un nivel de confianza del 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los recubrimientos
EFICIENCIA DE RETENCION DE CARVACROL

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de retencion de carvacrol de cada
recubrimiento. Se esperaba obtener valores bajos de retencidén de carvacrol,
ya que durante el secado del recubrimiento la evaporacion de agua provoca
un aumento de las pérdidas del carvacrol (y de cualquier otro componente
volatil inmiscible) por efecto de arrastre de vapor, tal y como ha sido observado
por otros autores trabajando con carvacrol y otros compuestos volatiles
similares (Perdones et al., 2016; Tampau et al., 2017; Talén et al., 2019). Sin
embargo, como se puede observar en la Tabla 2, los recubrimientos
presentaron valores de retencion de carvacrol moderados, entre 44 y 59%,
dependiendo de la formulacion. La méxima capacidad de retencion se
encontr6 en la formulacion 100PVA:0S-Cao (59%). Otros autores, que también
trabajaron con PVA y carvacrol, encontraron efectos similares (Andrade et al.,
2020). La retencion de carvacrol por el PVA parece estar potenciada por la
presencia de grupos acetato residuales en las cadenas de PVA. Segun
Wisniewska et al. (2016), los grupos acetato se ionizan, generando cargas
negativas en las cadenas del polimero que pueden interaccionar
electrostaticamente con grupos de cargas opuestas, como pueden ser los
grupos fenoles del carvacrol. Este mecanismo favorece la unién del carvacrol
a las cadenas del PVA, contribuyendo a un aumento efectivo de su retencién
en la matriz del polimero, ya que el carvacrol ligado es menos susceptible a
la evaporacion por arrastre de vapor (Andrade et al., 2020; Tampau et al.,
2020).

La incorporacibn de almidén a las disoluciones formadoras de
recubrimiento (DFR) disminuy6 significativamente (p<0.05) la retencion de
carvacrol. Esto sugiere una menor afinidad del almidon por el carvacrol, ya
que no contribuye a su mayor retencion. Para un mismo ratio de PVA:almidén
en la formulacion, la eficiencia de retencion aumenté al aumentar la
concentracion de carvacrol.
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TABLA 2. Porcentaje de carvacrol en la dispersion inicial, retencion de carvacrol (%) en los
diferentes recubrimientos y concentracién de carvacrol en el film.

Concentracioén

Formulacion Xc(aé/voa)cm' Sae:\(/egc‘::risr(;i carvacrol final en
film (g /g film seco)
100PVA:0S - - -
100PVA:0S- Cuo 1 59 (2)? 0.17
75PVA:25S-Cs 0,75 44,3 (0,4)° 0.10
50PVA:50S- Cag 0,5 47 (1)° 0.07
50PVA:50S- Cao 1 54 (2)° 0.14

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre formulaciones (p < 0.05).

MICROESTRUCTURA

El estudio de la microestructura de los films permite conocer la disposicion
de los componentes del film, una vez estos estan completamente secos, y
relacionar el resultado con las propiedades del recubrimiento (Cano, 2013).

Durante el secado de los recubrimientos se produce la evaporacion del
disolvente, lo que provoca cambios en la concentracion de los componentes
Yy, por consiguiente, en la estructura del film y en su viscosidad, lo que afecta
a las propiedades del recubrimiento (Jiménez et al., 2010).

En la Figura 4 se observa el corte transversal de las peliculas elaboradas
a partir de las diferentes formulaciones estudiadas. En primer lugar, cabe
destacar que se observan diferencias estructurales notables entre las
formulaciones con almidén y sin almidon en su composicion. Los films
formulados Unicamente con PVA (100PVA:0S y 100PVA:0S-Ca40) presentan
una estructura mas homogénea, tal como ha sido observado por otros autores
que han trabajado con un PVA similar (Andrade et al., 2020). Es notable la
presencia de microfisuras, debidas seguramente al impacto de los electrones
durante las observaciones microscopicas.

La incorporacion de carvacrol a los recubrimientos a base de PVA parece
incrementar la desigualdad de los films obtenidos (100PVA:0S-Cao), si bien no
aparecen fisuras tras realizar el corte de la pelicula, como sucede en el de
100PVA:0S. Por otro lado, la ausencia de gotas visibles del aceite esencial en
estos films sugiere que la mayoria del carvacrol se encuentra ligado a las
cadenas de polimero, generando una estructura no emulsionada capaz de
unir una cierta cantidad del compuesto sin separacion de fases en la matriz.

En todos films con almiddén se observé una separacion de fases entre
polimeros durante el secado. Esto indica la existencia de una cierta
incompatibilidad entre los polimeros, lo que da lugar a dos zonas con diferente
morfologia. Cano et al. (2015) y Sreekumar et al. (2012) observaron un
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comportamiento similar en formulaciones de PVA y almidon. Las
formulaciones 75PVA:25S-C40y 50PVA:50S exhibieron una microestructura
similar, independientemente de la concentracién de carvacrol empleada. En
la formulacion 75PVA:25S-C40 , se pudo observar también la presencia de
granulos de almidon sin gelatinizar.

100PVA:0S

| 50PVA:50S-Cao & 50PVA:50S-Cao

FIGURA 4. Imagenes obtenidas con FESEM de la seccion transversal de films.
DENSIDAD DE SOLIDOS EN SUPERFICIE (DSS)
En la Tabla 3 se recogen los resultados obtenidos de la densidad

superficial de solidos (DSS). Estos dependen de la cantidad de recubrimiento
que se adhiere a la superficie de la fruta y del contenido en sdlidos totales de
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la formulacion. Este parametro se ve afectado por la humectabilidad,
extensibilidad y viscosidad de las formulaciones.

Se obtuvieron valores bajos de DSS (0,24-0,34 g/m?) en comparacion con
trabajos previos que emplearon dispersiones mas viscosas (Sapper et al.,
2019). Cabe destacar que se encontraron diferencias significativas con un
nivel del 95,0% de confianza entre las formulaciones con mayor retencion de
carvacrol (L00PVA:0S-Cao y 50PVA:50S-Cso) y el resto de las formulaciones.

TABLA 3. Densidad de sélidos en superficie, DSS (g/m?2)

Formulacion DSS (g/m?)
100PVA:0S 0,27 (0,03)
100PVA:0S- Cao 0,33 (0,07)°
75PVA:25S- Cao 0,243 (0,057)?
50PVA:50S- Cao 0,26 (0,04)
50PVA:50S- Cso 0,34 (0,04)P

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre formulaciones (p < 0.05).

INCIDENCIA'Y SEVERIDAD

Esta demostrado que la aplicacion de recubrimientos con incorporacion de
aceites esenciales o alguno de sus componentes puros permite el control de
varias enfermedades ocasionadas por patdgenos durante el almacenamiento
poscosecha de la fruta (incluyendo Penicillium expansum) (Grande-Tovar et
al., 2018). Las interacciones de los recubrimientos y sus componentes con la
superficie de las manzanas son un factor importante para definir el
comportamiento de la fruta recubierta (Basiak et al, 2019). Ademas, estas
interacciones pueden afectar a la capacidad de control de las enfermedades
in vivo del recubrimiento con compuestos antifiingicos (Valencia-Chamorro et
al, 2011).

La incidencia permite medir el nimero de manzanas donde el hongo ha
proliferado desde la infeccion artificial a lo largo de los dias de estudio (4, 6,
8, 11 y 13 dias). En la Tabla 4 se observa el porcentaje de manzanas con
crecimiento fangico en los diferentes dias de estudio. La formulacion con una
mayor incidencia del hongo fue la 100PVA:0S-Cao, ya que a dia 8 de estudio
presento el 100% de las manzanas infectadas. Las formulaciones donde se
produjo una menor incidencia fueron 50PVA:50S-Cs0 y 50PVA:50S-Cso, l0
cual podria asociarse a la mayor presencia de almidén, pues es en la primera
(con menor concentraciéon de carvacrol de ambas), la que presenté la menor
incidencia de todas.
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TABLA 4. Porcentaje de incidencia del hongo sobre las manzanas (%) a lo largo de los dias
de estudio.

Dia 4 (%) Dia6 (%) Dia8 (%) Diall (%) Dia 13 (%)

CONTROL 50 58 75 83 83
100PVA:0S 42 58 75 75 83
100PVA:0S-Cao 92 92 100 100 100
75PVA:255-Cao0 42 58 33 75 75
S50PVA:50S-Cao 33 33 33 42 42
S50PVA:50S-Cso 42 58 58 58 58

En la Figura 5 es posible observar el aumento en los valores del diametro
de las lesiones (mm) con el tiempo de almacenamiento (relacionado con un
incremento en la severidad de la enfermedad ocasionada por el hongo en la
fruta) y en la Figura 6, las fotografias de la evolucién de las manzanas
inoculadas a lo largo del tiempo. Como se puede observar, la severidad del
crecimiento fue mas acusada en la formulacién control y en la formulacion
100PVA:0S-Cuao, en la que también destaca el superior % de incidencia (Tabla
4). Las formulaciones a base de PVA y almidon, y con incorporacién de
carvacrol fueron las més efectivas para controlar el crecimiento de Penicillium.
La presencia de almidén parece jugar un papel clave en el control del avance
del crecimiento del hongo, pues 50PVA:50S-Cso resulté ser mas efectiva que
la 100PVA:0S-Ca0, a pesar de la mayor concentracion final en carvacrol de
ésta ultima (Tabla 2) (suponiendo que se mantienen proporciones similares
del activo en el recubrimiento que en el film seco). Asi, la presencia de almidén
en los recubrimientos parece afectar a la cinética de liberacion del carvacrol,
favoreciendo asi su accion antimicrobiana. Por otro lado, practicamente no se
encontraron diferencias significativas entre las formulaciones con almidén,
como se evidencia en las imagenes de la Figura 6.

Segun los resultados obtenidos de incidencia y severidad del hongo sobre
las manzanas recubiertas, se puede decir que la presencia de almidén en la
formulacién favorece la inhibicién del hongo, ya que a dia 13 de estudio se
encontré un menor nimero de manzanas infectadas, y las que lo estan,
presentaron un menor crecimiento del microorganismo.
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FIGURA 5. Severidad producida por el hongo sobre las manzanas Golden Delicious en
comparacion con el control.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tiempos de almacenamiento para una misma formulacion (p
< 0.05).

Se puede concluir que los recubrimientos con un efecto antifGngico mayor
ante Penicillium Expansum fueron los formulados con 50PVA:50S-Cs y
50PVA:50S-Cso. Ambos recubrimientos presentaron una incidencia y severidad
mas bajas respecto el resto de las formulaciones.
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Figura 6. Imagenes de la evolucion de crecimiento del hongo en funciéon del tratamiento a lo largo del almacenamiento.
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La actividad antifungica del carvacrol ha sido relacionada con el dafio
severo ocasionado en las membranas y paredes celulares, lo cual desemboca
en deformaciones morfologicas, colapso y deterioro de las conidias y/o hifas
(Neri et al., 2006). Efectos similares han sido observados por otros autores al
trabajar con aceite esencial de timol (cuyos componentes principales son el
timol y el carvacrol), y manzana Red Fuji (Banani et al., 2018). Sin embargo,
estos autores sefialaron la aparicion de cierto grado de fitotoxicidad con la
aplicacion directa del aceite esencial. En el presente trabajo, donde se ha
aplicado carvacrol incorporado en las soluciones formadoras de
recubrimiento, no ha habido respuesta fitotoxica en la fruta, a las
concentraciones ensayadas.

ANALISIS SENSORIAL

El andlisis visual y olfato-gustativo de las manzanas recubiertas con las
diferentes formulaciones nos lleva a tener una vision de la posible aceptacion
del consumidor por el recubrimiento comestible desarrollado.

En la Figura 7 se muestra el resultado de la primera cata realizada. Se
observa una clara preferencia de los catadores por las manzanas sin tratar o
con recubrimiento sin carvacrol en su formulacion (Control sin tratamiento y
100PVA:0S), siendo éstas las muestras con una puntuacion mas alta en la
escala hedodnica. Esto se debe al impacto negativo del aroma y el sabor del
carvacrol sobre el producto aplicado, tal como ha sido observado previamente
por otros autores (Cano et al., 2016). Sin embargo, la apariencia no se vio
afectada significativamente (p<0,05) por la aplicacion de los distintos
recubrimientos. La muestra 50PVA:50S-C40 mostré diferencias estadisticas
significativas con un nivel del 95,0% de confianza respecto el resto de las
formulaciones. Como se puede observar, fue mejor valorada que las muestras
100PVA:0S-Cs0 y 50PVA:50S-Cso y peor valorada, que la muestra sin
tratamiento y la recubierta con 100PVA:0S. La mejor acogida por parte de los
catadores del recubrimiento 50PVA:50S-C40 puede deberse a su menor
cantidad final de carvacrol una vez seco el recubrimiento (Tabla 2).

Como conclusion se puede decir que el recubrimiento con mejores
caracteristicas organolépticas fue la formulacion 50PVA:50S-C40, lo que se
debe a la combinacién de una proporcion mas baja de carvacrol y una
retenciébn menor por el recubrimiento.
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FIGURA 7. Resultado del primer analisis sensorial. La puntuacion 1-9 representa la escala
hedonica.

En la Figura 8 se pueden observar los resultados obtenidos en el segundo
analisis sensorial. Considerando la limitacién sensorial que tiene el empleo de
carvacrol (de acuerdo a los resultados obtenidos en el primer analisis), se
eligio la formulacién 50PVA:50S-Ca0 ya que fue el recubrimiento con menor
concentracion de agente activo de entre los que resultaron mas efectivos
contra Penicillium expansum. En este analisis sensorial, se evalug el efecto
del lavado y/o pelado previos al consumo de la fruta recubierta en el aroma,
el sabor y la preferencia global. Los resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre la muestra sin tratamiento, las
muestras recubiertas lavadas y sin lavar, en ambos grupos de muestras (con
piel y sin piel). Asi, las muestras con una puntuacién mas elevada fueron las
manzanas control (con piel y sin piel). Por otra parte y contrariamente a lo
esperado, los resultados revelaron que ni el lavado ni el pelado mejoraron la
apreciacion sensorial de la fruta recubierta. Sin embargo, el panel de
catadores mostro una preferencia significativa (p<0,05) por la fruta sin lavar,
independientemente de si estaba 0 no pelada. Estos resultados sugieren que
la difusion de carvacrol a través de la piel dafiada de la fruta hacia el interior
de la manzana ha tenido ya lugar durante el proceso de recubrimiento debido
al incremento en la permeabilidad celular en la piel de la fruta por la presencia
de terpenoides (Nowotarska et al., 2015; Tsuchiya, 2015). Por lo tanto, esta
alteracion en la piel por el carvacrol podria favorecer la difusion del agente
activo hacia partes internas del tejido durante el lavado, dando lugar a un
marcado aroma y sabor.
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FIGURA 8. Puntuacion de los catadores del segundo analisis sensorial de las manzanas
recubiertas con 50PVA:50S-C40 y sin recubrir, previamente peladas o lavadas. CP: muestras
con piel; SP: muestras sin piel.

CONCLUSIONES

La aplicacion de recubrimientos a base de PVA, almidon y carvacrol a
manzanas Golden Delicious fue efectiva contra el crecimiento de Penicillium
Expansum al reducir significativamente la incidencia y severidad del hongo,
especialmente al aplicar aquellas formuladas con mayor proporcion de
almidon y carvacrol (50PVA:50S-C4 ¥ 50PVA:50S-Cgo). Sin embargo, los
resultados del analisis sensorial pusieron de manifiesto el gran impacto
sensorial del carvacrol sobre el aroma y el sabor de la fruta, incluso tras el
lavado y el pelado de la misma. Por tanto, no se recomienda el empleo de
este tipo de recubrimientos en poscosecha. Sin embargo, la aplicacion de
estos recubrimientos podria ser muy Gtil como tratamiento pre-cosecha, dada
su elevada eficacia antimicrobiana y su baja fitotoxicidad, a las
concentraciones de agente activo ensayadas.
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