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Resumen y Abstract IX

Resumen

Configuracion de un sistema de empaque activo antimicrobiano para frutos frescos de
uchuva (Physalis peruviana L.)
En este proyecto se planteé la configuraciéon de un sistema de empaque activo antimicrobiano
para prolongar la vida util de frutos frescos de uchuva (Physalis peruviana L.) provenientes de
Ventaquemada, Boyaca. Inicialmente se identific6 al moho Botrytis cinerea como el
microorganismo preponderante causante de deterioro en los frutos. Luego se hicieron
pruebas in vitro para establecer el efecto antimicrobiano y la concentracién minima inhibitoria
(CMI) en fase de vapor de tres compuestos de origen vegetal: 2-nonanona, cinamaldehido y
aceite esencial de orégano. El cinamaldehido obtuvo una CMI de 2,38 pg/cm3 de espacio de
cabeza por 40 dias de almacenamiento a 23 °C. Finalmente, mediante pruebas in vivo, se evalu6
el deterioro causado por el moho, en un sistema de empaque de bandejas selladas de acido
polilactico (PLA) con atmésferas modificadas (MAP) y con un elemento activo en sachet
compuesto de bentonita saturada con cinamaldehido realizando los siguientes tratamientos
de empaque: sin sachet y sin indculo de moho (SS), sin sachet y con in6culo de moho (SC), con
sachet sin moho (CS) y con sachet con moho (CC) durante 6 semanas a 6 °Cy 75% de HR. Los
sachets se prepararon para obtener una concentraciéon de 7,14 + 0.1 ug de cinamaldehido por
cm3 por espacio de cabeza para evaluar su liberaciéon en fase de vapor. alcanzando un tiempo
de vida util de 43 dias comparado a 34 dias para el tratamiento sin elemento activo. La vida
util obtenida para los frutos de uchuva constituye una oportunidad para potencializar la
comercializacion de este producto reduciendo pérdidas en el almacenamiento y transporte a

partir de un empaque integrado, activo y con materiales naturales y biodegradables.

Palabras clave: Physalis peruviana L., Botrytis cinerea, cinamaldehido, bentonita,

empagque activo antimicrobiano.
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Abstract

Configuration of an antimicrobial active packaging system for fresh cape gooseberry
(Physalis peruviana L.) fruits.
In this project, the configuration of an active antimicrobial packaging system, to extend the
shelf life of fresh cape gooseberry (Physalis peruviana L.) fruits from Ventaquemada, Boyaca,
was proposed. Initially, Botrytis cinerea mold was identified as the predominant
microorganism causing fruit deterioration. Then, in vitro tests were carried out to establish
the antimicrobial effect and the minimum inhibitory concentration (MIC) in vapor phase of
three compounds of plant origin: 2-nonanone, cinnamaldehyde and oregano essential oil. The
cinnamaldehyde was the most active of them obtaining an MIC of 2.38 pg/cm3 headspace for
40 days of storage at 23 °C. Finally, through in vivo tests, deterioration caused by mold was
evaluated in a packaging system of sealed trays of polylactic acid (PLA) with modified
atmospheres (MAP) and with an active element in sachet composed of bentonite saturated
with cinnamaldehyde performing the following packaging treatments: without sachet and
without mold inoculum (SS), without sachet and with mold inoculum (SC), with sachet without
mold (CS) and with sachet with mold (CC) for 6 weeks at 6 °C and 75% RH. The sachets were
prepared to obtain a concentration of 7,14 + 0.1 pg cinnamaldehyde per cm3 per headspace to
evaluate its vapor phase release. The shelf life obtained for cape gooseberry fruits constitutes
an opportunity to enhance the commerecialization of this product by reducing losses in storage
and transport through an integrated, active packaging with natural and biodegradable

materials.

Keywords: Physalis peruviana L., Botrytis cinerea, cinnamaldehyde, bentonite,

antimicrobial active packaging.
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Introduccion

El desperdicio de alimentos es un importante problema no solo econémico sino social y
ambiental. Segiin Naciones Unidas (2021) el 7% de las emisiones globales de gases de efecto
invernadero y cerca del 30% de la tierra agricola del mundo, se utiliza para producir alimentos
que nunca seran consumidos. Asi mismo, en Colombia se pierden y desperdician 9,76 millones
de toneladas de alimentos al afio, equivalente al 34% del total producido en el pais y en donde
el 19,8% (1,93 millones de toneladas) se pierde durante el proceso de poscosecha y
almacenamiento; y del total de pérdidas, el 62% corresponde a frutas y verduras (6,1 millones
de toneladas) (DNP, 2020). El deterioro de las frutas es un problema alimentario que ha
recibido poca atencién para ser investigado en comparacién con las enfermedades
transmitidas por los alimentos y las tecnologias de procesamiento, a pesar de sus
implicaciones socioecondmicas, seguridad y calidad alimentaria, y desperdicio de recursos
naturales (Snyder & Worobo, 2018). Las bacterias y los hongos son agentes comunes de
infeccion y deterioro microbioldgico en frutas que actiian durante la maduracidn y poscosecha
resultando en la generacion de varios cambios fisiolégicos y de composicion, que por ende
conducen a procesos de deterioro y pérdida de calidad, por lo que garantizar su inocuidad a lo
largo de la cadena comercial y de distribucion representa un desafio. Sumado a estos procesos
de pérdida de calidad causada por microorganismos a medida que los productos van
madurando, se generan procesos metabdlicos de degradaciéon y de senescencia propios del

alimento que también deben ser considerados (Alegbeleye et al., 2022).

Desde la ultima década, el empaque activo se ha convertido en una alternativa fiable no sélo
como método de conservacidn de los alimentos frescos, sino también como prolongacién de
su vida util. Se reportan varias investigaciones con el propdsito de determinar compuestos
activos con caracteristicas antimicrobianas que sean compatibles con el alimento a preservar
como los aceites esenciales que son sustancias naturales clasificadas como GRAS por la

Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la mayoria de ellos proceden de plantas.



2 Introduccion

Han demostrado tener reconocidas propiedades antibacterianas y antifungicas conseguidas
tanto en contacto directo como en fase de vapor. La posibilidad de conseguir una accién
antimicrobiana mediante la liberacién de los compuestos volatiles ha aumentado el interés de

incluirlos en los empaques (Manso et al., 2015).

Es notoriala tendencia hacia propuestas de empaque antimicrobiano (AMP), pues se considera
una solucioén sencilla y prometedora para promover la seguridad de alimentos empacados. El
deterioro por microorganismos patogenos es el factor mas perjudicial que determina la vida
util de dichos productos (Janjarasskul & Suppakul, 2018). Los empaques antimicrobianos
contienen sustancias activas que, al interactuar con el producto alimentario o con el espacio
de cabeza dentro del empaque, tienden a impedir o ralentizar el crecimiento de los microbios
que puedan estar presentes en las superficies de los alimentos. La eficacia de estos agentes
depende de su capacidad de solubilizacion, principalmente de su capacidad de difusion en la
superficie del alimento, cuando se evapora, y luego se absorbe por el producto a conservar,
pues es en la superficie de este donde se produce la mayor parte del deterioro (Varghese et al,,

2020).

Debe establecerse un equilibrio entre la cinética de crecimiento microbiano y la tasa de
liberacion controlada para garantizar la funcidon protectora adecuada durante la vida util
prevista. Por lo tanto, uno de los retos mas interesantes en el campo de los sistemas
antimicrobianos es el control de la tasa de liberacion de los agentes antimicrobianos desde el
empaque y su posterior transferencia a los productos alimentarios (Mousavi Khaneghah et al.,
2018a). Los compuestos activos gaseosos o vaporizados suelen ser los preferidos en esta
aplicacion porque pueden llegar rapidamente a la superficie del producto fresco desde los
sistemas de liberacidn. Es entonces como, el desarrollo de un sistema de liberacion controlada
implica la estabilizacion del compuesto activo gaseoso/volatil en un material matriz de modo
que el compuesto activo pueda liberarse de forma controlada para prolongar la vida util del

producto alimentario (Chen et al., 2020).

Dentro de las lineas priorizadas por el programa Colombia productiva y Asohofrucol-FNFH, y
la firma del Pacto por las frutas liderado por el Gobierno Nacional, la uchuva se encuentra
dentro de los diez productos relevantes para direccionar actividades en pro del incremento de

su exportaciéon (Asohofrucol & Fondo Nacional de Fomento Hortofruticola, 2021). Este
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producto estratégico para el sector agroindustrial alcanzé entre enero y febrero de 2022
exportaciones de US$6,5 millones de délares, para el mismo periodo del 2021 la cifra fue de
US$5,9 millones; en ese orden se espera superar los $US100 millones en exportaciones en los
proximos 5 ailos siendo Cundinamarca, Antioquia y Boyaci, los departamentos que se han
fortalecido como los principales productores y exportadores de la fruta (Procolombia, 2021;
ANALDEX, 2022). De ahi la importancia de caracterizar el comportamiento de dichos frutos en
un empaque activo antimicrobiano, pues es necesario saber como se relaciona el metabolismo
del producto empacado y el crecimiento de microorganismos, con los niveles de gases y la
temperatura en el interior del empaque para usar de manera efectiva dicho sistema
(Castellanos et al.,, 2016). Actualmente el mercado nacional estd compuesto por una gama
amplia de materiales que apuntan principalmente a la protecciéon contra daflos mecanicos,
pero no hacia la necesidad de controlar los diferentes aspectos que ocasionan el deterioro
incluyendo el beneficio ambiental al final del servicio. Productos como la uchuva, requieren un
sistema de empaque que proporcione un disefio robusto aplicado a la condicion en fresco para
extender su vida util y disminuir pérdidas a lo largo de la cadena poscosecha, potenciando el
crecimiento del mercado nacional y la mejora de la percepcién de la calidad (Garavito et al.,

2022).

Objetivos de la tesis

El objetivo de esta investigacion fue configurar un sistema de empaque activo antimicrobiano
que permita prolongar la vida util de la uchuva fresca preservando sus propiedades de calidad.
Se establecieron los siguientes objetivos especificos: 1) evaluar el efecto de diferentes
compuestos antimicrobianos en la actividad y crecimiento in vitro de microorganismos
causantes de deterioro propios de la etapa de poscosecha de uchuva fresca seleccionando el
mas satisfactorio; 2) determinar la capacidad inhibitoria del compuesto seleccionado bajo
diferentes condiciones propias del almacenamiento de los frutos de uchuva y 3) realizar
estudios de liberacion controlada del compuesto con mejor actividad antimicrobiana en un
sistema de empaque tipico para uchuva evaluando los cambios en las propiedades de calidad

del fruto.
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Estructura de la tesis

Este estudio se divide en tres capitulos, ademas de esta introduccion. En el capitulo 1, como
revision de literatura, se abordaron tematicas correspondientes a tecnologias de empaques
asociadas a bayas y generalidades del fruto objeto de estudio. En el capitulo 2, se evalda in vitro
el efecto en fase de vapor de diferentes compuestos antimicrobianos de origen vegetal contra
microorganismos causantes de deterioro en uchuva fresca. En el capitulo 3, se presenta la
configuracién de un sistema de empaque activo antimicrobiano, con el compuesto de mejor
desemperfio reportado en el capitulo anterior y midiendo propiedades de calidad fisicoquimica
y vida util de los frutos de uchuva almacenados bajo condiciones de refrigeracién (6 °Cy 75%
HR). Finalmente, se exponen las principales conclusiones y se sugieren recomendaciones para

futuros desarrollos.

La informaciéon adicional relacionada con las presentaciones en eventos cientificos y

publicaciones realizadas durante la construccién de esta tesis se encuentra en los anexos.

Este trabajo se desarroll6 con recursos y en el marco del proyecto “Evaluacién y configuracion
de un sistema integrado de empaque biodegradable con actividad antiftingica y control de
humedad para productos agricolas frescos” financiado por COLCIENCIAS en la SEGUNDA
CONVOCATORIA DE INNOVACION ENTRE ACTORES DEL SISTEMA REGIONAL-
DEPARTAMENTO DE BOYACA (827-2018).



1. Capitulo 1. Uchuva (Physalis peruviana L.) y
tecnologias de empaque asociados a bayas
como fruto fresco.

Resumen

La uchuva es un producto agricola apetecido no solo en Colombia sino en el mercado de
exportacién pues ademds de su sabor caracteristico y sus multiples posibilidades como
alimento, posee propiedades de gran beneficio para el metabolismo y la salud. Sin embargo, es
un producto perecedero con una vida util limitada a 15 dias aproximadamente bajo
condiciones de refrigeracion (0 °C a 4 °C) y muy susceptible al rapido deterioro de sus
propiedades de calidad. La conservacién de estas propiedades depende de factores como la
temperatura, humedad, concentracién de oxigeno y carga microbiana externa en el periodo de
almacenamiento y empaque. Cuando alguno de estos factores no es controlado de forma
adecuada, se favorece al crecimiento y actividad de microorganismos que deterioran el
producto y reducen su vida util. Se encuentra amplia literatura disponible acerca del desarrollo
de empaques activos para el control de la actividad microbiana indeseada, por lo que esta
opcion de empaque es una alternativa idénea para conservar productos como la uchuva y
prolongar su vida util ampliando los tiempos durante el proceso de transporte,

comercializacion y exportacion.

Palabras clave: Physalis peruviana L., poscosecha, vida ttil, empaque activo, empaque

antimicrobiano.



6 Configuracién de un sistema de empaque activo antimicrobiano para frutos
frescos de uchuva (Physalis peruviana L.)

1.1 Preservaciony tecnologias de empaques en frutos

frescos

Hoy en dia los consumidores demandan productos alimenticios mdas saludables y seguros con
beneficios significativos para la salud debido a los cambios en los estilos de vida de las
personas asociados a un mundo mas globalizado, con mayor interaccién tecnolégica y con
mayor conciencia sobre la importancia de comer sano ante contingencias globales como la
aparicion de enfermedades masivas y pandemias. Asi mismo, la industria alimentaria actual
enfrenta enormes desafios para mejorar la vida util y mantener la calidad y estabilidad de
alimentos como frutas y verduras (Tripathi et al., 2021). Las frutas son productos vivos que
respiran y mantienen un metabolismo activo incluso después de la cosecha. Son facilmente
perecederos debido a su alta actividad fisioldgica, alta sensibilidad al deterioro microbiano y
escasa resistencia a impactos y dafios mecanicos, lo que limita el potencial de mercado y el
acceso del consumidor (Belay et al., 2019). Mas de un tercio de las frutas y verduras se pierden
cada ano debido al deterioro causado por microorganismos, factores ambientales y
condiciones de almacenamiento inapropiadas. Alrededor del 40-50% de las pérdidas de
alimentos corresponden a frutas y verduras, lo que da como resultado una pérdida anual total

estimada en 750.000 millones de USD (Perumal et al., 2022a).

La contaminacion de los alimentos durante el almacenamiento y el transporte se produce
principalmente por la acciéon de microorganismos como bacterias y hongos que repercuten en
diferentes caracteristicas de calidad del alimento como el aspecto visual, el sabor y el olor.
Ademas existe el riesgo de contaminacion por microorganismos que pueden causar
enfermedades mortales (Mukurumbira et al., 2022; Pandey et al., 2022). La presencia de los
agentes patogenos y causantes de deterioro mas comunes depende de varios factores como: el
pH, niveles de oxigeno, temperatura, humedad relativa y tiempo de almacenamiento
(Varghese et al., 2020). Debido a las preferencias de los consumidores hacia la ingesta de
alimentos cada vez mas inocuos y naturales y la reduccion del desperdicio de recursos, el
empaque primario de los alimentos representa una actividad muy importante en la cadena de
suministro (Alamri et al.,, 2021). Dicho empaque se utiliza fundamentalmente como barrera
protectora para evitar la contaminacién o interaccién indeseada con agentes externos y

mantener la calidad del producto. Sin embargo, el sistema de empaque tradicional solo
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constituye una barrera que separa los alimentos del entorno externo sin proporcionar
capacidades adicionales y necesarias para una mejor preservacién, tales como: informacién
sobre su frescura a productores, vendedores y consumidores, eliminaciéon de componentes
indeseables, liberacion de componentes deseables y control microbiano (Shao et al., 2021). En
comparaciéon con los "empaques inertes" tradicionales, los empaques activos son una
tecnologia emergente que combina ingredientes activos como captadores de oxigeno,
humedad o etileno, liberadores o fuentes de agentes antioxidantes y antimicrobianos y
proteccién contra otros agentes externos como la luz (Figura 1-1). Estos empaques pueden
configurarse para que liberen o absorban todo tipo de sustancias de interés para la
preservacion del alimento empacado (Yildirim et al., 2017) lo cual resulta en la extensién de
su vida util, la mejora de sus propiedades sensoriales, nutricionales y de inocuidad y en

general, la conservacién de su calidad (De Souza et al., 2009).

El sistema de empaque activo se compone generalmente de tres partes: sustancia activa,
material de empaque y alimento. Se puede dividir entre sistema de contacto directo empaque-
alimento y sistemas de empaque-espacio de cabeza-alimento en donde por ejemplo, los
componentes activos son liberados inicialmente al espacio de cabeza del empaque para luego
entrar en contacto con el alimento empacado (Gémez-Estaca et al., 2014). En los tltimos afios
se vienen desarrollando técnicas como el empaque con atmoésfera modificada (MAP), los
recubrimientos comestibles, el empaque activo con agentes antioxidantes y el empaque activo
antimicrobiano. Estas tecnologias juegan un papel importante en la extension de la vida ttil y
el mantenimiento de la calidad de gran variedad de alimentos frescos y procesados para
satisfacer la demanda de los consumidores (Sohail et al., 2018). Cabe sefialar que el concepto
de empaque inteligente esta estrechamente relacionado con el de empaque activo; el empaque
inteligente es una técnica emergente que estd pensado para brindar informacién al
consumidor sobre la condiciéon ambiental a la cual esta sometido el alimento empacado o su
estado de “frescura” o de calidad en un momento dado. Mientras los empaques activos tienen
funciones caracteristicas preservantes adicionales y especificas mas alld de la simple
contencidn y proteccion pasiva del producto alimenticio, el empaque inteligente enfatiza la
capacidad de detectar o medir un atributo o caracteristica del producto empacado
relacionados con su calidad, la atmésfera o condiciones dentro del propio empaque o el

entorno de envio (Sohail et al., 2018).
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Los empaques con atmdsferas modificadas de productos frescos consisten en alterar la
atmdsfera del interior del empaque para obtener niveles favorables de preservacion, lo que se
consigue por la interaccién natural entre la respiracién/transpiracion del producto y la
transferencia de gases a través del sistema de empaque hacia o desde el exterior. La atmdsfera
deseada se puede crear utilizando MAP activo o pasivo. El MAP activo se basa en el
desplazamiento o reemplazo de gases en el empaque, o el uso de captadores o absorbentes de
gases para establecer una mezcla deseada de gases, mientras que en el MAP pasivo los niveles
de gases son alcanzados a partir iUnicamente de los procesos de respiracién/transpiracion y

permeacion del empaque (M. Oliveira et al., 2015).

Se entiende como “recubrimiento comestible” el uso de ingredientes aptos para consumo como
polisacaridos, proteinas o almidones, etc., para formar una capa protectora sobre el alimento
de interés. Estos componentes pueden usarse de forma individual o en combinacién para de
este modo ofrecer mejores prestaciones preservantes. Los recubrimientos comestibles pueden
elaborarse incluyendo componentes especificos que confieran propiedades funcionales y
medicinales adicionales que mejoran las caracteristicas propias del alimento (Tripathi et al.,

2021).

Figura 1-1: Tecnologias de empaques activos.
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La principal divergencia entre recubrimientos y peliculas es la configuraciéon del material de
recubrimiento. Si se preparan en forma de ldmina delgada en procesos de extrusion o colado
pero independiente del alimento, se conocen como peliculas comestibles y si se preparan en
forma de solucién viscosa liquida y luego se aplican por aspersién o inmersién sobre el
alimento antes de solidificarse, se habla de recubrimientos. En el caso de los vegetales y frutas
en fresco, los recubrimientos comestibles pueden ser aplicados mediante diferentes técnicas,
como cepillado, inmersion, pulverizacién, etc. Hay ciertas desventajas de las peliculas
comestibles, como la proteccion desigual o susceptibilidad a la rotura, pero estos problemas
pueden resolverse a través de un buen control del mecanismo de aplicacién de la solucién

formadora del recubrimiento (Raghav et al., 2012).

Respecto a los empaques activos, estos han sido pensados fundamentalmente para controlar
dos problemas fundamentales: los procesos de oxidacién indeseados y el deterioro causado
por microorganismos (Umaraw et al., 2020). En la investigacidn de Song et al. (2020) definen
como empaques activos antioxidantes, aquellos que pueden ralentizar la oxidacién y alargar
la vida ttil de los alimentos empacados; en su estudio compararon la eficacia de dos empaques
activos antioxidantes de tereftalato de polietileno (PET) recubierto con propiedades
termosellantes que contienen oleorresina de romero y extracto de té verde; en este caso se
emplearon antioxidantes naturales porque el uso de antioxidantes sintéticos en el empaque de
alimentos ha sido cuestionado debido a los riesgos potenciales para la salud de los
consumidores. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios observando que las peliculas
con extracto de té verde mostraron mayor capacidad antioxidante. Hallazgos similares se
describen en otras investigaciones (Contini et al., 2011; Masek et al., 2018; Rangaraj et al,,

2021; Wrona et al,, 2021).

Los empaques activos con funciones antimicrobianas son aquellos que interactian
directamente con el producto o indirectamente a través del espacio de cabeza de este para
restringir el crecimiento de microorganismos y frenar otros procesos de deterioro (Rozenblit
et al,, 2018). En este tipo de sistema, tanto el empaque, el producto y el entorno interactian
para prolongar la fase de latencia y/o reducir la velocidad de crecimiento de los

microorganismos. Mediante esta accion, se prolonga la vida 1util del producto y se preserva
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mejor su calidad e inocuidad (Sanla-Ead et al,, 2011). La presente investigacion se enfocara en

este tipo de empaques.

Ahora bien, frutas como la uchuva (Physalis peruviana L.) consideradas como un producto
agricola de gran interés por los multiples beneficios para la salud y de sabor particular
(Redagricola Colombia, 2022), presentan cortos tiempos de vida tutil durante el periodo
poscosecha, por lo que las posibilidades de mercado y crecimiento econémico son limitadas.
Esto se debe fundamentalmente a que los sistemas disponibles de empaque y almacenamiento
no estan disenados para prevenir el deterioro de los productos frescos pues no cuentan con
caracteristicas activas de preservacion y de control de microorganismos, lo que conlleva a
pérdidas nutricionales, funcionales y sensoriales del producto que pueden prevenirse durante
el almacenamiento. Por ello la intencidn de desarrollar tecnologias de empaques activos para
prolongar la vida util no solo de la uchuva, sino de otros productos hortofruticolas al reducir

su deterioro sin comprometer su calidad.

1.2 Generalidades de la uchuva (Physalis peruviana L.)

La uchuva es una baya jugosa, redondeada y de didmetro entre 1,25 y 2,50 cm, de 4 y 10 g de
peso de color amarillo hasta anaranjado, cubierta por un caliz o capacho que la protege de
patégenos, insectos y de las condiciones ambientales adversas a lo largo de su desarrollo y
maduraciéon (Puente et al, 2011; NTC 4580, 2022). Dicho cultivo herbaceo de frutos
comestibles e intenso sabor (Carvalho & Moreno, 2014) es originario del Pert y su cultivo esta
distribuido en las zonas altas de Suramérica. Pertenece a la familia de las Solanaceas y es la
especie mas conocida del género Physalis, que comprende de 75 a 90 especies (Reyes, 2016).
Considerada como una fruta exdtica con componentes potenciales que promocionan la salud
(Olivares Tenorio, 2017), la uchuva se caracteriza por poseer un alto contenido de compuestos
bioactivos como acido ascorbico (vitamina C), 8-caroteno (provitamina A), fenoles, entre otros;
capaces de atrapar radicales libres mejorando la defensa antioxidante del organismo y la
respuesta antiinflamatoria y anticancerigena (CCI, 2006). Posee propiedades para purificar la
sangre, elimina la albiumina de los rifiones, reconstituye y fortifica el nervio éptico, limpia las

cataratas, trata la diabetes, la artritis incipiente y alivia eficazmente las afecciones de garganta;
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es ademas calcificadora y se recomienda su uso en tratamientos de la préstata (Fischer et al,,

2014).

1.2.1 Produccion, postcosecha y vida util

Colombia se posicion6 en el afio 2021 como el mayor exportador de uchuva (Physalis peruviana
L.) a nivel mundial alcanzando los US$37,820,445. Dichas cosechas se caracterizan por poseer
un mayor contenido de azucares y mejor coloracion, por esto se ha convertido en una de las
variedades mas apetecidas en el mundo por encima de las exportadas por Kenia y Sudafrica
(Treid, 2020; Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022). La uchuva crece en un
amplio rango de altitud desde los 3300 m sobre el nivel del mar. Puede soportar bajas
temperaturas, pero sufre danos irreparables por debajo de los 0 °C, su crecimiento se ve
afectado si las temperaturas se mantienen por debajo de los 10 °C. La temperatura 6ptima es
de 18 °C. Las temperaturas muy altas pueden afectar a la floracién y la fructificacion. Requiere
una alta luminiscencia y debe estar protegida del viento excesivo. Debe tener suficiente agua
durante el crecimiento inicial, pero no durante la maduracién de los frutos. Es una planta con
alto potencial, ya que crece en suelos pobres, pero bien drenados y tiene bajos requerimientos
de fertilizacion. Physalis peruviana L. se desarrolla mejor en suelos ligeramente acidos, aunque
tolera bien valores de pH entre 5,5 y 7,3 con buen contenido de materia organica y
precipitaciones entre 1000 y 2000 mm. No tolera los suelos arcillosos porque tiene raices
superficiales (Puente et al., 2011). El tiempo que transcurre entre el inicio de la germinaciéon y
la primera cosecha es de aproximadamente nueve meses. La vida ttil de la producciéon de la
planta va de nueve a once meses desde el momento de la primera cosecha porque a partir de
entonces disminuyen tanto la productividad como la calidad de los frutos (Tapia & Fries,
2007). La vida util del fruto con cdliz es de un mes mientras que sin caliz es de 4 a 5 dias

aproximadamente (Cedefio & Montenegro, 2004).

1.2.2 Economia

Las exportaciones de uchuva fresca registraron un valor de USD FOB (Incoterm Free On Board)
152,2 millones desde el 2016 hasta el 2020, mostrando un crecimiento promedio de un 9,0%

a lo largo de estos ultimos afios. Asi mismo, de enero a agosto de 2021, se registré un
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crecimiento del 16,4% alcanzando un valor de USD FOB 25,8 millones (ANALDEX, 2021). La
uchuva tiene el potencial para superar los US$100 millones en exportaciones en 5 afios. Paises
Bajos, Estados Unidos, Alemania, Canada, Bélgica, Francia y Emiratos Arabes son los
principales mercados que compran la fruta colombiana, cuyas exportaciones, de acuerdo con
cifras del DANE, crecieron 18% entre enero y julio de 2021, sumando US$23,6 millones
(Procolombia, 2021). Para 2020 los principales departamentos productores de uchuva en
Colombia fueron Cundinamarca (8,258.7 ton.), Boyaca (5,767.6 ton.) y Antioquia (1,712.7
ton.); se mantiene ademas la tendencia hacia el aumento de la produccién y areas de cultivo

destinadas para el fruto en mencién (Agronet, 2022).

Figura 1-2: Area cosechada y produccién de uchuva en Colombia.

Area (ha)
(uo1) uoonpoud

2019 2020

Fuente: Agronet (2022).

1.2.3 Patogenos en la poscosecha de la uchuva

La uchuva es un producto altamente perecedero con un periodo limitado de vida util lo cual
hace dificil su comercializacién debido a los procesos de deterioro que llevan a una reduccion
irreversible en sus propiedades de calidad. Una de las causas mas relevantes de estos procesos
de deterioro es la actividad de microorganismos patogenos para el fruto tales como
Cladosporium sp., Phoma sp., Alternaria sp., Phytium sp., Botrytis ssp. y Colletrotrichum sp.
Phoma sp. por ejemplo, causa lesiones de color amarillo a cobrizo y Botrytis ssp. manchas

necroticas de color gris. La accion de estos microorganismos resulta en rompimiento de
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paredes celulares en el tejido vegetal, actividad bioquimica desfavorable y aceleracién del
estado de senescencia (Gerhard Fischer et al, 2014; Carvalho & Moreno, 2014; Olivares-

Tenorio et al,, 2016).

1.2.3.1 Botrytis cinerea

Moho gris, causado por Botrytis cinerea Pers: Fr. en la forma anamorfica o asexual o Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel en su forma teleomorfica o sexual, es un patégeno oportunista
de ambito mundial que afecta principalmente a los frutos y plantas de climas mediterraneos
(Abarca et al, 2017), tiene una amplia gama de huéspedes y es un hongo necrétrofo que
esporula en el tejido muerto o en la superficie de los restos del cultivo. La temperatura 6ptima
para la esporulacion del hongo en los restos de hojas es de 17-18 °C, pero también es capaz de
infectar a bajas temperaturas, por lo que puede dar lugar a importantes pérdidas econémicas
en los cultivos de pre o poscosecha (Schumacher, 2017). Los diferentes mecanismos de accién
en el tejido del huésped atacado incluyen enzimas hidroliticas secretadas durante la
germinacidén, enzimas degradantes de la pared celular que tienen una mayor actividad en la
fruta madura infectada, y especies activas de oxigeno que inducen la muerte celular. Las
epidemias de moho gris suelen comenzar con conidios producidos en restos de cultivos
infestados o dispersados por el viento desde otras zonas productoras. Las infecciones
incontroladas dan lugar al desarrollo de micelio aéreo que se extiende rapidamente a las bayas
adyacentes. Aunque B. cinerea puede infectar casi todas las partes aéreas de la planta, las
infecciones mas dafiinas se producen en la floracién. La infeccién comienza en los pétalos,
estambres y pistilos, y el hongo puede colonizar los frutos. La infeccién de los frutos se produce
en el campo, pero los sintomas de la enfermedad se observan en la maduraciéon cuando el
hongo esporula. La intensidad de la enfermedad en la poscosecha esti altamente
correlacionada con la duracién tanto de la humedad relativa (HR) por encima del 80% como
de la temperatura entre 15y 25 °C en la floracién (Cristescu et al., 2002; Valverde et al., 2005;
Cotaetal, 2008; He et al.,, 2019).
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1.2.4 Empaques para uchuva

Para los consumidores, los frutos se empacan en pequefios contenedores de plastico
perforados o en pequefias cestas de plastico con un peso maximo total de fruta de 200 g (con
caliz) y 500 g (sin caliz). Para la exportacion, las especificaciones de empaque dependen del
importador y de los requisitos del pais de destino, pero normalmente se utilizan pequeifias
cestas de plastico con un peso de fruta de 125 a 250 g de uchuvas con caliz. La fruta empacada
en estas cestas suele estar cubierta por una pelicula de plastico de cloruro de polivinilo o
polipropileno microperforado (Fischer et al,, 2011).

En los mercados locales es comtn que se utilicen cajas/canastas de plastico con capacidad de
7-8 kg para la venta a granel o mallas tejidas de polipropileno de 1 kg. Se debe considerar que
bajo estas condiciones el cdliz tendera a rehidratarse ya que cuando se exponen al ambiente
desprotegido este absorbe humedad. En cuanto a los empaques dosificados (125- 500g) se
pueden encontrar la caja de PET o la bandeja recubierta de vinipel o polipropileno
microperforado. Para la exportacién normalmente se utilizan varios empaques estandarizados
que son de plastico y perforados. Por ejemplo, se acomodan 8 canastillas de 125 g en un
moddulo de dimensiones 60 x 40 cm, que debe ser resistente, de cartén corrugado, madera o

combinado (Procomer & BID, 2012).

Por su parte, el Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion como organismo
nacional de normalizacion, especifica dos normas técnicas asociadas a la uchuva donde la NTC
4580 (2022) declara especificaciones del fruto fresco y la NTC 5166 (2003) especificaciones
de su empaque. La primera norma, establece los requisitos que debe cumplir la uchuva
(Physalis peruviana L.) como suministro fresco al consumidor, después de su preparaciéon y
empaque excluyendo las uchuvas destinadas a la elaboracién industrial. Ademas, declara que
los frutos de uchuva deben empacarse de tal manera que el producto quede debidamente
protegido permitiendo el uso de materiales como papel o sellos, satisfaciendo caracteristicas
de calidad, higiene, ventilacién y resistencia para garantizar la adecuada manipulacidn,
transporte y conservacion. La segunda norma, establece los requisitos que debe cumplir el
empaque utilizado para la recoleccion y comercializacion de la uchuva, tanto para el mercado
fresco (nacional o de exportacién) como para la agroindustria. Para el mercado nacional, se
emplean empaques primarios no dosificados como canastillas plasticas, cajas de madera y

cajas de cartén; y como empaques primarios dosificados empaques plasticos en unidades de
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0,25 kg y 0,50 kg (Figura 1-3). Para el mercado de exportacion el producto se presenta
Unicamente en empaques dosificados con capacidad maxima de 0,5 kg, de plastico y perforados

y su embalaje varia segun el pais destino.

Figura 1-3: Ejemplo de empaques primarios dosificados para uchuva.

Fuente: NTC 5166 (2003).

Respecto a la especificacion del material plastico, indica que en cubetas solidificadas se utilice
polipropileno (PP) o tereftalato de polietileno (PET) y para canastillas polietileno de alta
densidad.

1.3 Empaques activos en bayas

Se estima que el comercio mundial de pequefias bayas, como las moras, los arandanos, las
fresas y las frambuesas, aumentara a un ritmo aproximadamente del 5,6% anual, casi 8,000
millones de euros mas (8,960 millones de délares) (Fernandez, 2022) debido a su alto valor
nutricional y a los beneficios para la salud asociados a sus compuestos bioactivos (flavonoides,
antocianinas, acidos fendlicos, carotenoides y vitaminas). Sin embargo, la vida ttil de este tipo
de frutos frescos es corta, incluso bajo condiciones de refrigeracién, por lo que el riesgo de
pérdida de valor comercial es mayor. En efecto, los dafios mecanicos, el deterioro microbiano
y la pérdida nutricional y de peso dificultan su transporte desde el lugar de
produccién/procesamiento. Ademdas, puede observarse una producciéon limitada en los
empaques comerciales de tipo clamshell (concha de almeja) que contienen fruta pequeiia,

como consecuencia de la condensacién del vapor de agua resultante del abuso de la
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temperatura (Pinto et al,, 2020). Por lo general, las bayas no se lavan ni se desinfectan,

independientemente de que la cascara esté adherida o no (Fischer etal., 2011).

Las tecnologias mas utilizadas para prolongar la vida ttil poscosecha de los arandanos son las
atmdsferas modificadas (AM) y controladas (AC) donde se emplean o ajustan diferentes
concentraciones de 02 y CO2 durante el almacenamiento y el transporte. Para el caso de las
bayas, el nivel de O en las atmésferas modificadas se mantiene entre el 5 y el 10% y el de CO-
por debajo del 9%, mientras que en las atmdsferas controladas ocurre lo contrario, el nivel de
0 es inferior al 2% y el de CO- es superior al 10% (Bell et al,, 2021). Paulsen et al. (2021)
refieren para el caso de las fresas enteras listas para el consumo, que los MAP se aplican
siempre en combinacion con la refrigeracion a baja temperatura y la desinfecciéon donde se
puede esperar una vida util de hasta 10 dias o 20 dias con el uso de etileno y absorbentes de
humedad.

Referente a ingredientes activos en el empaque, son los biopolimeros considerados como
excelentes portadores de diferentes antioxidantes, antibidticos, nutrientes, indicadores de pH,
secuestrantes de oxigeno, lubricantes, agentes nucleantes, estabilizadores de la luz, agentes
espumantes, plastificantes, antiempafiantes y antiestaticos (Imran et al., 2010). En el estudio
de Bandyopadhyay et al. (2019) analizaron la vida util de los arandanos con peliculas de
hidrogeles a base de polivinilpirrolidona (PVP) y carboximetilcelulosa (CMC), utilizando
componentes de polisacaridos, celulosa bacteriana (BC) y goma guar (GG), y concluyeron que
las peliculas de empaque a base de PVP-CMC-BC-GG tienen la mejor resistencia de
permeabilidad al oxigeno y vapor de agua. La restriccién de la entrada de oxigeno y la
reduccion de la pérdida de vapor de agua a través de las peliculas ayudaran a mantener frescas
las frutas empacadas durante mas tiempo. Las bayas empacadas en PVP-CMC-BC-GG tuvieron
la menor pérdida de peso sin humedad (Aw) en el espacio de cabeza o en el espacio libre del
sistema de empaque y estas peliculas pueden mantener el color y la textura de las frutas
durante 15 dias, también pueden ser un mejor material de empaque sobre otros, debido a sus

menores valores de permeabilidad al vapor de agua y permeabilidad al oxigeno.

En el trabajo de Garavito et al. (2022), se configuré un empaque biodegradable con atmdsfera
modificada en equilibrio en el que se evaluaron diferentes sistemas utilizando tres tipos de
empaques: bandejas de tereftalato de polietileno con pelicula de polipropileno (PET/PP),

bandejas de celulosa con pelicula de celulosa (Cel/Cel) y bandejas y pelicula de acido
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polilactico (PLA/PLA). Se utiliz6 un modelo de transferencia de gases para predefinir la
cantidad de adsorbente de humedad mediante sachets y predecir la concentracién de 02 y CO>
en los sistemas de EMAP evitando la condensacion, asi como la pérdida de peso de las
muestras. Los montajes se almacenaron a 6 °C y 75% de HR durante 6 semanas donde la
configuracion con bandejas de PLA/PLA result6 ser la de mejor desempefio con una vida util
de 42 dias, mientras que los frutos en Cel/Cel solo alcanzaron los 39 dias en comparacién con
el empaque sintético y el control consiguiendo 35 dias y 21 dias de vida 1til, respectivamente.
Se obtuvieron concentraciones de gas de equilibrio similares entre los empaques, la mayor
permeabilidad al vapor de agua del PLA evité la formacién de condensacién con menor
deshidratacién en comparacién con los empaques Cel/Cel y PET/PP y en esta ultima
configuracién, se presentdé abundante crecimiento de hongos debido a la condensacién de
humedad en el interior del empaque, mientras que el uso de peliculas biodegradables como la
celulosa y el PLA mostré una respuesta de inhibiciéon favorable. Los resultados de esta
investigacion se deben a la mayor concentracidon de CO; y a la menor concentracién de O en el
espacio de cabeza, asi como la menor condensacién de agua alcanzada en los empaques
biodegradables debido a las bandejas de alta celulosa con la incorporacién del sachet
absorbente (40 dias) que evité la condensacion de humedad en el interior. Sin embargo, en
este empaque las pérdidas de peso y firmeza fueron mayores en comparacion con las bandejas
de PLA y bandejas de celulosa sin sachets. La menor vida ttil en los empaques con sachets debe
atribuirse al hecho de que se incluy6 la minima cantidad posible de adsorbente para evitar la
formacion de condensacion durante 45 dias, pero los frutos duraron menos, y la mayor pérdida
de peso se relaciona directamente con un aumento de la pérdida de firmeza y del estrés en las
muestras. Estos parametros suelen ser decisivos en la pérdida de calidad y aceptacién del

fruto.

Finalmente, los sistemas de empaque propuestos se pueden mejorar incluyendo otras
caracteristicas activas como la adicion de elementos para la adsorcion de humedad, la
liberacion controlada de compuestos antioxidantes retardantes de maduracién o para el caso
del udltimo estudio en mencién, compuestos antimicrobianos que inhiban procesos de

deterioro por patdgenos para aumentar ain mas la vida ttil de la uchuva.
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1.4 Empaques activos antimicrobianos en bayas

Durante la dltima década, se ha realizado un gran esfuerzo para desarrollar empaques
antimicrobianos que puedan mejorar potencialmente la seguridad alimentaria en toda la
cadena de suministro. El compuesto o sustancia inmersa en dichos empaques, interactia con
el producto y el espacio de cabeza para restringir el crecimiento de microorganismos y
retardar otros procesos de deterioro (Rozenblit et al., 2018). Mediante esta accidn, se prolonga
la vida util del producto y se conserva mejor su calidad y seguridad para el consumidor (Sanla-

Ead etal., 2011).

El deterioro de las frutas frescas se asocia frecuentemente a procesos fisiologicos y
microbiolégicos. Como se describi6 anteriormente, los hongos son los patégenos mas comunes
en los productos frescos que causan enfermedades poscosecha y para controlar la infeccién y
las enfermedades, los productores de cultivos hortofruticolas dependen en gran medida de la
aplicacion de fungicidas convencionales. Sin embargo, el uso de fungicidas sintéticos ha
provocado efectos adversos en el medio ambiente y la salud de los seres humanos y puede
conducir al desarrollo de resistencia a patégenos. Asi, los investigadores se estan centrando en
el uso de sustancias antimicrobianas naturales de origen vegetal para la conservacion de
productos frescos (Perumal et al., 2022a). Ejemplo de ello, son los aceites esenciales como uno
de los compuestos activos mas utilizados en films de empaque para la conservacién de frutas

y hortalizas (Panahirad et al., 2021).

Recientemente, hay una creciente atencion al uso de materiales alternativos ecoldgicos como
materiales de empaque debido a la preocupacién por la naturaleza no biodegradable de los
productos a base de petroéleo y también por la disminucién de las reservas del mismo (Ejaz et
al,, 2018). Aunque la definicién del término "bioplastico" es ambigua, se utiliza principalmente
para definir plasticos que pueden ser de base bioldgica, biodegradable o de ambas. Sin
embargo, la biodegradabilidad no depende del origen del polimero, sino s6lo de su
composicién quimica (Guilbert et al., 2011). En la Norma Técnica Colombiana NTC 6302-1
(2018) definen como “bioplastico” al material polimérico de origen biogénico completo o
parcial. Ejemplos de dichos recursos son el aceite vegetal, almidén de maiz, almidén de papa,
fibra de pifia, hojas de yute, hojas de meldn y tallos de platano. La principal fuente de almidén

de los bioplasticos es el maiz, aunque hoy en dia también se utilizan almidones de papa, trigo,
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arroz, cebada, avena y soja. Los bioplasticos también se pueden producir utilizando
microorganismos y, a veces, varias nanoparticulas, especialmente cadenas de carbohidratos
(polisacaridos) (Jabeen et al.,, 2015). Se reportan también otros materiales vegetales como
alginato (Xiang et al., 2022), celulosa (F. Wang et al., 2022), lignina(Yang et al., 2020), zeina
(Xueying Huang et al., 2022); asf como materiales de origen animal como quitosano (W. Zhao

etal., 2022) o aislado de proteina de suero (Montes-de-Oca-Avalos et al., 2020).
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2. Capitulo II. Evaluacion in vitro del efecto de
diferentes compuestos antimicrobianos de
origen vegetal en fase de vapor contra
microorganismos causantes de deterioro en
uchuva fresca

Resumen

Se analizaron frutos de uchuva (Physalis peruviana L.) recién cosechados y provenientes de
Ventaquemada, Boyacd para inicialmente identificar el microorganismo preponderante
causante de deterioro en estas bayas. Una vez identificado el microorganismo se hicieron
pruebas in vitro para establecer el efecto antimicrobiano y la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de tres compuestos naturales: 2-nonanona, cinamaldehido y aceite esencial de orégano;
incluyendo temperaturas de almacenamiento de 6 °C para refrigeracién y 23 °C para
temperatura ambiente. Para determinar la CMI se prepararon contendores herméticos de
2200 cm3 en los cuales se dispusieron 10 pL de un inéculo de 1 x 106 conidios cm-3 del moho
objeto de estudio en un cultivo de agar papa dextrosa (PDA) en cajas de Petri. En otra caja de
Petri se dispuso cada compuesto antimicrobiano en cantidades entre 0,476 mg/cm3 y 2,38
pg/cm3. De acuerdo con andlisis realizados para los microorganismos de la uchuva
proveniente de laregion de Ventaquemada, el mas preponderante es Botrytis cinerea. Respecto
a las pruebas con los antimicrobianos, la menor concentracion inhibitoria fue de 2,38 pg/cms3
de espacio de cabeza para el cinamaldehido durante un periodo de 40 dias de almacenamiento
a 23 °C. El aceite esencial de orégano mostroé resultados favorables con CMI de 23,81 pg/cm3

de espacio de cabeza, mientras que la 2-nonanona solo fue efectiva a concentraciones mayores.

Palabras clave: Physalis peruviana L., Botrytis cinerea, 2 nonanona, cinamaldehido,

aceite esencial de orégano.
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2.1 Introduccion

La demanda por el uso de aditivos naturales y la necesidad de preservacion en alimentos ha
generado en los ultimos afios un aumento en el nimero de estudios basados en extractos
vegetales antimicrobianos. La mayoria de estas alternativas naturales a los conservantes
sintéticos investigados en estudios recientes son extractos vegetales en forma cruda o
purificada, llamados aceites esenciales (Carolina Villegas et al., 2017; Bouarab Chibane et al.,
2019; Mostafidi et al,, 2020). Esos extractos pueden servir como una fuente alternativa de
compuestos antimicrobianos en términos de migracién de volatiles, a partir de los cuales
pueden desarrollarse sistemas de empaque con aplicaciones para alimentos altamente
porosos, en polvo, triturados, de forma irregular y en particulas (Han, 2005). Fungicidas y
compuestos antimicrobianos sintéticos no deseados pueden ser reemplazados con la
incorporaciéon de estos agentes naturales sobre la superficie interna del empaque o en
elementos de liberacién independiente con ‘sachets’ o almohadillas (Han, 2005; Almenar et al.,
2009). Algunos de los compuestos de origen vegetal que mas se han estudiado en los ultimos
afios son los extractos vegetales complejos y los aceites esenciales ademas de compuestos
puros como terpenoides, polifenoles y alcaloides (Bouarab Chibane et al,, 2019; El-Saber

Batiha et al., 2021; Alvarez-Martinez et al., 202 1).

En esta investigacion se evalud el comportamiento de tres compuestos con caracteristicas
antimicrobianas sobre el moho Botritis cinerea el cual es un microorganismo causante de
deterioro en uchuva. Los compuestos antimicrobianos fueron cinamaldehido proveniente de
la canela (Manso et al., 2015; Suppakul, 2016), 2-nonanona de fuentes vegetales como las
fresas, frambuesas o la ruda (Rojas et al,, 2015; Abarca et al., 2017) y carvacrol-timol como
compuestos mayoritarios en el aceite esencial de orégano (Manso et al., 2015; Pisoschi et al,,
2018; Canales et al,, 2019). Estos agentes fueron escogidos por ser aditivos generalmente
reconocidos como seguros para el consumo humano y por su capacidad de ser volatilizados en
el sistema de empaque sin perder sus caracteristicas antimicrobianas, lo que permite reducir

el contacto directo con el producto y de este modo minimizar cambios en la calidad sensorial.
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2.1.1 Cinamaldehido

Como aldehido aralifatico, el cinamaldehido (3-fenil-2-propenal), CoHgO, es uno de los
principales componentes de los aceites de canela y casia (Suppakul, 2016). Es un compuesto
biolégicamente activo presente en el aceite esencial del género Cinnamomun, que es
responsable del aroma y el sabor caracteristicos de la canela, ademas de ser un inhibidor activo
del crecimiento bacteriano, de las levaduras y de los filamentos (Villegas et al., 2019). Ejerce
efectos inhibitorios sobre la actividad de las ATPasas, la biosintesis de la pared celular y la
alteracion de la estructura e integridad de la membrana, podria desempefiar un papel
fundamental en la inhibicién de la bomba de eflujo asi como inhibir la produccién de toxinas
por parte de los microorganismos (Ahmad et al., 2011; Villegas et al., 2017; Doyle & Stephens,
2019). En las bacterias, estudios revelan actividad antimicrobiana bactericida (De Souza et al.,
2014) e inhibicién de la produccién de enzimas esenciales y dafios en las paredes celulares
(Sanla-Ead et al.,, 2011). Smid et al. (1996) observaron el dafio de la membrana citoplasmatica
de Saccharomyces cerevisiae cuando se tratdé con cinamaldehido, lo que provocé una fuga
excesiva de metabolitos y enzimas de la célula y, finalmente, la pérdida de viabilidad. Los
terpenos, como el cinamaldehido, han demostrado la capacidad de modificar el perfil lipidico
de la membrana plasmatica bacteriana, induciendo un aumento de la presencia de acidos
grasos saturados que da lugar a un incremento de la rigidez, probablemente desencadenado
en respuesta a la accién fluidificante del terpeno. Este fenémeno desencadena la
despolarizaciéon de la membrana, la pérdida de su integridad, la reduccién de la actividad

respiratoria y la coagulacién del material citoplasmatico (Alvarez-Martinez et al., 2021).

2.1.2 2-Nonanona

La 2-nonanona (metil heptil cetona) es un compuesto antifingico con baja toxicidad, de olor
agradable, afrutado/floral, con resistencia a la descomposicién rapida, volatilidad adecuada,
aceptabilidad ambiental y un alto potencial de desarrollo comercial, ademas de retardar y
prevenir la descomposicion de la fruta entera (Almenar et al.,, 2007). Abarca et al. (2017)
explican que, la 2-nonanona es un compuesto aromatico volatil presente de forma natural en
las fresas y frambuesas. Esta cetona es un compuesto antiftingico que ha sido reportado como
un compuesto activo para controlar el crecimiento de B. cinerea. El estudio de Calvo et al.

(2020) demostré que la 2-nonanona inhibi6 el crecimiento de B. cinerea con una CMI de 0,025
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mL L1 de espacio de cabeza. Se podria sugerir que la mayor produccién de acetaldehido por
parte de la fruta en respuesta a la insercién de 2-nonanona ayuda a controlar la
descomposicidn de Botrytis, ya que se ha sugerido que el acetaldehido altera las membranas
celulares de B. cinerea como primer paso hacia la inhibicion de la actividad del hongo inducida
por la fuga de electrolitos, azticares y aminoacidos del hongo (Avissar et al., 1990). Por otra
parte, Rojas et al. (2015) indicaron que la 2-nonanona es uno de los principales componentes
del aceite esencial de Ruta graveolens L., conocido cominmente como ruda. La ruda y sus
componentes han recibido una atencién considerable porque ha mostrado actividades
fungicidas y fungistaticas sobre varios hongos, aunque no muestra la mayor eficacia en el
retraso o la inhibicién del crecimiento de los hongos. De este modo, la 2-nonanona tiene varias
ventajas que la proponen como un antimicrobiano muy util para el empaque de alimentos,
debido a su baja toxicidad (LDso = 3200 mg/kg1), resistencia a la descomposicién rapida, olor
afrutado agradable y una volatilidad adecuada, que permiten su liberacion fiable. Una de las
desventajas del compuesto activo 2-nonanona es su alta volatilidad y termo-labilidad, por lo

que es necesario un sistema de proteccion (Abarca et al.,, 2016).

2.1.3 Aceite esencial de orégano (carvacrol/timol)

El aceite esencial de orégano compuesto principalmente por carvacrol y timol, cuyas
cantidades varian seglin el origen (Burt, 2004), es un fenol monoterpénico que puede
encontrarse desde trazas hasta el 80% en diversas especies. Tiene excelentes propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, dicha actividad antibacteriana se ha atribuido a sus
considerables efectos sobre las propiedades estructurales y funcionales de la membrana del
citoplasma (Canales et al., 2019). El timol (2-isopropil-5-metilfenol) conocido como "hidroxi
cimeno" tiene una baja solubilidad en agua y una baja palatabilidad debido a su desagradable
sabor y olor (Nieddu et al, 2014), también es el principal fenol monoterpénico que se
encuentra en los aceites esenciales extraidos de plantas pertenecientes a la familia de las
lamiaceas. Al poseer una naturaleza hidrof6bica, la solubilidad del timol es bastante baja en el
dominio hidrofébico de la membrana citoplasmatica de las células bacterianas, entre las
cadenas de acilo de los lipidos (Trombetta et al., 2005). El timol y el carvacrol han sido
registrados por la Comisiéon Europea para su uso como aromatizantes en productos
alimenticios debido a la ausencia de riesgo para la salud del consumidor (Marchese et al,,

2016). Después de ciertas investigaciones, también se ha demostrado que el aceite esencial de
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orégano es eficiente en sus caracteristicas antidiabéticas, ademas de poseer propiedad
antioxidante eficaz para retardar el proceso de eliminacién de radicales libres y la
peroxidacién lipidica en alimentos grasos. Este gran potencial es suficiente para captar la
atencion de los investigadores de la tecnologia de los alimentos y la medicina. (Leyva-Lépez et

al, 2017).

La alta volatilidad de los aceites esenciales puede llegar a representar una desventaja que
limite su aplicacidn en el empaque activo de alimentos. Por ello, la biisqueda de estrategias que
eviten la rapida liberacién de este tipo de compuestos es una necesidad (Abarca et al., 2017).
Al fijar el componente apropiadamente al material de empaque o incluirlo en matrices de
liberacion que controlen la velocidad de su evaporacion desde donde sea contenido, son
formas de mediar dicha volatilidad. Debido a la accién inhibidora especifica de los agentes
antimicrobianos contra determinados microorganismos, es vital determinar la cantidad
requerida del agente activo a afiadir para conseguir un efecto eficaz. Es decir, es esencial
seleccionar por tipo de alimento o matriz un agente antimicrobiano ideal y especifico y un
empagque con una cantidad ajustada teniendo en cuenta su concentracién minima inhibitoria

contra los microorganismos objetivo (Chawla et al., 2021).

2.2 Metodologia

2.2.1 Material vegetal

Frutos de uchuva ecotipo Colombia fueron cosechados en su estado de madurez fisiol6gica de
plantas con una edad de 9 meses de la regiéon de Ventaquemada (vereda Siata). La fase de
campo se realizd en el municipio de Ventaquemada, en la vereda del Carmen del departamento

de Boyaca-Colombia, ubicada a los 5°21'59"N y 73°31'19”0 a 2630 m.s.n.m.

2.2.2 Aislamiento e identificacion de microorganismos causantes de
deterioro en frutos de uchuva fresca

Se recibieron tres réplicas de uchuva con capacho y se les asigné la denominacion réplica 1
como UA, réplica 2 como UB y réplica 3 como UC. Los frutos fueron lavados suavemente con

agua destilada estéril durante 1 o 2 minutos para retirar cualquier particula extrana sin afectar
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su capa cerosa. Esto teniendo en cuenta que los lavados concentrados facilitan la
susceptibilidad al deterioro de este tipo de frutas pues se retira flora microbiana que suprime
el crecimiento de mohos patégenos (Sharma et al,, 2019) y para el caso particular de la uchuva,
la resina natural que los cubre y protege; ademas, con esto se acelera la maduracién porque se
aumenta la velocidad de respiracién (Fischer et al., 2014). Una vez lavados, los frutos fueron
puestos sobre papel filtro estéril y se dejaron secar al ambiente. Seguidamente, las muestras
fueron organizadas para su procesamiento y como diagnéstico inicial, se realiz6é un analisis
microbiolégico por siembra en profundidad y duplicado para meséfilos de acuerdo con el
método AOAC Ed. 20 2016 966.23-C:2005 en medio de cultivo SPC (Standard Plate Count)
(Oxoid, Inglaterra) y mohos y levaduras con el método ICMSF Vol. 1 2000 en tres medios de
cultivo: Sabouraud (TM Media, India), PDA (agar papa dextrosa) (Scharlau, Espana) y OGY
(agar oxitetraciclina gentamicina extracto de levadura glucosa) (Oxoid, Inglaterra) reportando

los resultados para este ultimo por presentar mejor repetibilidad.

Con algunos frutos se prepararon contramuestras que fueron almacenadas a temperatura
ambiente (18 + 2 °C) para volver a analizar en cuanto se detectaran sintomas de deterioro
causado por microorganismos sobre su superficie. Para cuando esto sucedid, se realizd
nuevamente el analisis microbioldgico por siembra en profundidad para mesoéfilos en medio
de cultivo SPC y mohos y levaduras en OGY por duplicado y dilucién hasta 10-3. Asi mismo, se
caracterizaron los microorganismos aislados microscépicamente mediante la técnica de
coloracién de Gram para el caso de las bacterias y montaje con azul de lactofenol, microcultivos
y correlacién con uso de claves dic6tomas para el caso de los hongos (previa purificacién en
caldo triptona de soya (Oxoid, Inglaterra) y agar triptona de soya (Merck, Alemania) en

bacterias y pase a agar papa dextrosa (Sharlau, Espafa) en hongos).

Los ensayos anteriores fueron complementados por un analisis molecular para identificar
especificamente los microorganismos encontrados en las muestras evaluadas y se realizd
sobre tres aislamientos flingicos y un aislamiento bacteriano. La identificacién bacteriana se
realiz6 aislando y purificando el ADN, amplificando el gen ribosomal 16S mediante la técnica
de PCR y purificando los fragmentos de PCR y secuenciacion mediante método Sanger
utilizando los iniciadores 337F, 518F, 800R, y 1100R del gen ribosomal 16S. Al obtener la

secuencia problema, se realizé analisis taxondmico mediante la herramienta BLAST del NCBI
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(National Center for Biotechnology Information). Para el caso de los hongos, se aislé y purifico
el DNA, se amplificé por PCR con los iniciadores ITS4 e ITS5 de la regién genética denominada
ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal flngico. Se purificaron dichos fragmentos
por PCR y secuenciaron mediante método Sanger con los iniciadores ITS4 e ITS5. Al obtener la
secuencia problema, el andlisis taxondmico se realiz6 mediante la herramienta BLAST del NCBI

comparando contra la coleccién de nucleétidos (nr/nt) de la misma organizacidn.

2.2.3 Seleccion de compuestos antimicrobianos en fase de vapor

Como se mencion6 en la introduccién, para reducir el deterioro de los frutos de uchuva
causado por microorganismos, se considerd el uso de componentes antimicrobianos con
capacidad de actuacién en fase de vapor, aprobados internacionalmente para su aplicacién
segura en alimentos, reportados en la literatura y de facil acceso en el mercado colombiano. Se
evaluaron pues cinamaldehido (Sigma-Aldrich, Germany), 2-nonanona (Sigma-Aldrich,
Germany), y aceite esencial de orégano (74.2% carvacrol) (doTerra International, USA); sus

especificaciones se muestran en la Tabla 2-1.
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Tabla 2-1: Especificaciones de los compuestos antimicrobianos empleados para el control
del deterioro microbiano en uchuva.

ESPECIFICACIONES COMPUESTO ANTIMICROBIANO
Cinamaldehido 2-nonanona Aceite esencial
orégano
Origanum
vulgare
Fabricante Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich doTERRA
Referencia/Lote W228613/SHBL8033 | W278505/MKCG6932 International
Expiracion 2024.12 2023.06 171785F/2022.06
Fuente bioldgica Natural Sintético Natural
(aceite de casia)
Pureza >95% >99% >99%
Grado Food Grade Food Grade Food Grade
Halal Kosher
Kosher
Cumplimiento de la EU Regulation EU Regulation Generally
normativa 1223/2009 1334/2008 & Recognized As Safe
EU Regulation 178/2002 (GRAS)
1334/2008 & Food Chemicals Codex
178/2002 (FCC)
FDA 21 CFR 117 FDA 21 CFR 172.515
FDA 21 CFR 182.60
Forma Liquida Liquida Liquida
Presentacion y Desde 100 g en Desde 250 g en Frasco por 15 mL
costo botella de vidrio por | botella de polietileno 88.834 COP
73.12 USD/EUR por 120.85 USD/EUR

2.2.4 Ensayos in vitro (sistema cerrado y concentracion minima

inhibitoria)
2.2.4.1 Estandarizacion del in6culo

Las suspensiones celulares provenientes del cultivo “moho UB” se prepararon entre 13 y 15
dias de incubacién a 25 °C en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA; Scharlau, Espafia). Se
adaptaron la técnicas descrita por Vivas & Rodriguez (1998) y Avila-Sosa et al. (2012) al cubrir
la caja incubada con 2 cm3 de solucidn salina estéril (8,5 g/dm3 NaCl) y se froté la superficie
con un asa para desprender el moho. Se extrajo con una pipeta Pasteur estéril, se transfirié a

un tubo Eppendorf estéril y se dejé sedimentar por 20 minutos. El sobrenadante se
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homogeneiz6 y con un hemocitémetro o camara de Neubauer se prepararon suspensiones de
trabajo de 1 x 106 conidios cm-3. Dicho rango de suspensién coincide con estudios similares
desarrollados con Botrytis cinerea (Soylu et al., 2010; Camele et al., 2012; Abbaszadeh et al,,
2014; Guerreiro et al., 2015; Manso et al., 2015; Canales et al., 2019).

2.2.4.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

2.2.4.2.1 Montaje 1 (dos concentraciones)

Una vez estandarizado el indculo, se procedié a realizar el primer montaje in vitro en un
sistema cerrado compuesto por recipientes de material acrilico y herméticos con un volumen
interno de 2200 cm3 (Felli®, Taipei, Taiwan) previamente desinfectados con alcohol al 70%.
En cada recipiente se incluyé una etiqueta de platino para hacer el seguimiento de la
concentracion de Oz con un analizador 6ptico portable OpTech-02 Model P (Mocon Ametek,
USA). De este modo fue asegurado que el sistema no alcanzara niveles de anaerobiosis por el

agotamiento del O».

En una caja de Petri pequefia (60 x 15 mm) se deposité el compuesto antimicrobiano
evaluando dos cantidades inicialmente (alta de 0,476 mg y baja de 0,048 mg) y se introdujo en
la parte inferior del recipiente hermético de prueba. En la parte media del recipiente y
sostenida por un pedestal plastico en forma de canastilla rigida, se introdujo una caja de Petri
grande (100 x 15 mm) con medio de cultivo PDA (Figura 2-1). Para cada compuesto y
concentracion evaluados se prepar6 un control negativo (medio de cultivo PDA sin in6culo y
con compuesto) y un control positivo (medio de cultivo PDA con 10 pL de inéculo y sin

compuesto).
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Figura 2-1: Disefio experimental para el ensayo preliminar del control antimicrobiano con 2-

nonanona, cinamaldehido y aceite de orégano.

Concentracion alta Concentracion baja
0.476 mg 0,048 mg

2200 cm?® 2200 cm?®

Control positivo

s“c//f’—— — —
2 nonanona |
(Liquido)

Cinamaldehido
(Liguido)

Aceite de orégano

{qudo}\\\R

—\

Control negativo Control negativo

Fuente: Autor.

Una vez dispuestas ambas cajas de Petri (cultivo PDA y compuesto antimicrobiano) en cada

recipiente, estas se sellaron herméticamente y se almacenaron en una camara de

almacenamiento a 6 * 1 °C permitiendo que los compuestos antimicrobianos se pudieran

volatilizar completamente dentro del espacio de cabeza de los recipientes (Figura 2-3)

obteniendo para este ensayo concentraciones efectivas de 0.476 (alta) y 0.048 (baja) mg/cms3

de espacio de cabeza del sistema cerrado. Se incluy6 también un control positivo con indculo,

pero sin compuesto antimicrobiano. Para este ensayo inicial se escogié una temperatura de 6

°C debido a que es la temperatura de refrigeracion usual para los frutos de uchuva. El ensayo

se mantuvo hasta observar crecimiento de microorganismos en las cajas de Petri con cultivo

PDA.



2. Capitulo 2 37

Figura 2-2: Montaje del sistema cerrado de cierre hermético con caja de Petri de vidrio en la
base. Contiene el compuesto antimicrobiano y canastilla plastica que sostiene una caja de Petri
desechable con medio de cultivo PDA e in6culo del moho objeto de estudio.

Fuente: Autor.

Figura 2-3: Montaje 1 en cdmara de refrigeracion, evaluacién de tres compuestos a dos
concentraciones.

Fuente: Autor.

2.2.4.2.2 Montaje 2 (cuatro concentraciones)

Como en el montaje 1 no se observo crecimiento microbiano alguno y el patégeno objetivo solo
se desarroll6 en el control positivo, se realizé un segundo ensayo modificando inicamente las

variables de temperatura de almacenamiento y concentraciéon de los compuestos. La
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temperatura se aument6 a 23 * 2 °C (temperatura ambiente de referencia) y se evaluaron

concentraciones altas de 47,61 y 23,81 pg/cm3 de espacio de cabeza y concentraciones bajas

de 4,76 y 2,38 pg/cms3 de espacio de cabeza. El arreglo experimental se muestra en las Figuras

2-4y2-5.

Figura 2-4: Arreglo experimental para el segundo ensayo de control de antimicrobiano con 2-
nonanona, cinamaldehido y aceite de orégano.
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Fuente: Autor.
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Figura 2-5: Montaje 2 en cdmara a 23 * 2 °C, evaluaciéon de tres compuestos a cuatro
concentraciones.

Fuente: Autor.

A partir de los resultados evidenciados, y el tamafio, tipo y cantidad de colonias que crecieron
en cada cultivo, se estableci6 el compuesto con mayor capacidad para controlar el crecimiento

del microorganismo preponderante en el deterioro de uchuva (ver seccién de resultados).

2.2.4.2.3 Montaje 3

Se realiz6 un ultimo ensayo cualitativo en el que conservando las mismas caracteristicas que
en el montaje 2, solo se emplearon dos concentraciones inferiores a las estudiadas
anteriormente para el compuesto mas activo (que resulté ser cinamaldehido como se describe
en la discusion de resultados). Las concentraciones empleadas fueron 0,96 y 0,48 pg/cm3 de

espacio de cabeza del recipiente hermético (Figura 2-6).
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Figura 2-6: Arreglo experimental para el tercer ensayo de control de antimicrobiano con el

compuesto mas activo en dos concentraciones bajas.

23°C / Cinamaldehido
R1 R2 R3
O . C—
0,96 pg . : . . . .
2200 cm?
—_—— — — e S —
O3 o — 33—
0,48 ug
2200 cm?
I'. S — R S
\ Control negativo Control negativo Control negativo

Control positivo

~—
e

Fuente: Autor.

2.3 Resultados y discusion

N

\
\

2.3.1 Microorganismos causantes de deterioro en frutos de uchuva

fresca

En la prueba inicial para el andlisis de mesofilos, la denominacion “moho UB” (réplica 2) fue la

mas abundante con una concentracion de 120 UFC/cm3.

Tabla 2-2: Recuento inicial de mesofilos en los frutos de uchuva provenientes de

Ventaquemada, Boyaca.

Diluciones
Muestra Reporte UFC/cm3
10-110-210-3
UA 5 0 0 50
UB 12 0 O 120
ucC 6 0 O 60
Control medio 0 <10

Asi mismo, se visualizaron las caracteristicas macroscopicas que se muestran en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Caracteristicas macroscépicas de los microorganismos detectados en los frutos de

uchuva.
Muestra Caracteristicas
UA Colonias entre 1-3 mm de didmetro de color blanco opaco.

UB Colonias entre 1-4 mm de didmetro de color blanco y aspecto cremoso y 1 colonia
de 1 cm de didmetro de color amarillo y cremosa.

ucC Colonias entre 1-4 mm de didmetro blanca cremosa.

Respecto a los mohos y levaduras, se encontraron los recuentos descritos en la Tabla 2-4.

Tabla 2-4: Recuento inicial de mohos y levaduras para los frutos de uchuva provenientes de

Ventaquemada, Boyaca.

Muestra Diluciones Reporte UFC/cm3
101 10-210-3 Mohos Levaduras
MLMLML
UA 26304601 260 300
UB 234 5312 230 40
uc 12242300 120 240
Control medio 0 <10

Y se observaron las caracteristicas macroscopicas que se muestran en la Tabla 2-5.

Tabla 2-5: Caracteristicas macroscdpicas de los hongos detectados en el analisis inicial para
los frutos de uchuva provenientes de Ventaquemada, Boyaca.

Muestra Caracteristicas
UA Mohos de color blanco algodonoso, blanco arenoso, verde opaco arenoso y verde
oscuro arenoso. Colonias de color blanco y rosado de apariencia cremosa.
UB  Mohos de color blanco algodonoso y verde opaco arenoso. Colonias de color blanco
y rosado de apariencia cremosa.

uc Mohos de color blanco algodonoso, verde opaco arenoso y verde oscuro arenoso.
Colonias de color blanco y rosado de apariencia cremosa.

A partir del dia 5 para la muestra UA y del dia 9 paralas muestras UB y UC, se detecté evidencia
de contaminacién flingica y dafio en los frutos de uchuva almacenados en condiciones

ambientales, por lo que se procesaron bajo los métodos descritos anteriormente (Figura 2-7).
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Figura 2-7: Deteccion de deterioro en muestras de uchuva fresca.

Contramuestra UA Contramuestra UB Contramuestra UC
5 dias de almacenamiento a 18 + 2 °C

L

Fuente: Autor.

Los resultados obtenidos para el analisis de mesoéfilos se observan en la Tabla 2-6, donde se
evidencia un notable incremento en la concentraciéon de UFC respecto al dia inicial. Por otra
parte, las caracteristicas macroscopicas (Tabla 2-7) son similares a las observadas en el primer

procesamiento.

Tabla 2-6: Recuento para meséfilos en frutos de uchuva luego de 9 dias a temperatura
ambiente.

Muestra Diluciones Reporte UFC/cm3

101 102 103
UA >300>300166 166.000
UB >300 233 47 47.000
ucC >300 135 8 8.000

Control medio 0 <10
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Tabla 2-7: Caracteristicas macroscépicas en frutos de uchuva después de 9 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Muestra Caracteristicas
UA Colonias entre 1-2 mm de didmetro de color blanco cremoso.

UB  Colonias entre 1-2 mm de diametro de color blanco cremoso y 1 colonia de 4 mm de
didmetro de color amarillo y cremosa.

ucC Colonias entre 1-2 mm de didmetro de color blanco cremoso.

Dicha tendencia se mantuvo también en el andlisis de los hongos, especialmente en la
concentracion de las levaduras, a excepcion de la muestra UA en la que no hubo recuento para

mohos (Tabla 2-8).

Tabla 2-8: Recuento de mohos y levaduras para los frutos de uchuva después de 9 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Muestra Diluciones Reporte UFC/cm3
101 10-2 103 Mohos Levaduras
M L ML ML
UA 0 >300 0 >300 0>300 <10 >300

UB 28>300 9 >3003 128 280 >300

ucC 69>30040 115 2 18 690 >300

Control medio 0 <10

A nivel macroscopico, la tnica diferencia respecto a lo que se habia encontrado en el analisis

inicial fueron las levaduras de color rosado ausentes en las muestras UA y UB.
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Tabla 2-9: Caracteristicas macroscopicas de los hongos detectados para los frutos de uchuva
después de 9 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

Muestra Caracteristicas
UA Colonias de color blanco cremoso y de tamafio pequefio.
UB Colonias blancas cremosas entre 1-5 mm de didmetro.

Dos tipos de moho: uno de centro amarillo verdoso y borde blanco arenoso y
algunas colonias con gotas pequeiias de agua “cristales” y otro de color blanco café
verde algodonoso.
uc Colonias de color blanco y cremoso entre 1-4 mm de didmetro y de color beige
salmoén cremoso entre 1-3 mm de didmetro.
Moho de centro amarillo blanquecino y borde verde entre 3-6 mm de diametro.

Como la microscopia de la muestra UA tanto en bacterias como en hongos coincidi6 con la de

las otras dos muestras, solo se analizaron molecularmente éstas ultimas (Tabla 2-10).

Tabla 2-10: Microorganismos principales identificados en los frutos de uchuva provenientes
de la region de Ventaquemada, Boyaca.

Tipo de Caodigo Microorganismo | Caracteristicas microscopicas
microorganismo interno
Moho UB Botrytis cinerea Hifas dematiaceas septadas,
conidias en racimos.
Moho UC(M) Penicillium Hifas septadas hialinas,
cyclopium conidiéforo ramificado
formando cadenas de esporas.
Levadura UC(L) Meyerozyma Células de gran tamafio ovaladas
guilliermondii de color violeta.
Bacteria U(BA) Pantoea sp. Bacilos Gram negativos

Botrytis cinerea causante de la enfermedad del moho gris, es el segundo hongo fitopatdégeno
mas importante del mundo con capacidad de infectar muchas frutas importantes, como la uva,
la fresa, la manzana (He etal.,, 2019b) y la uchuva (Erper et al, 2015; Fischer et al,, 2014; Novoa
et al, 2006). Este patégeno vegetal causa enfermedad en mdas de 500 especies de plantas,
presenta actividad necrétrofa pues provoca la muerte celular del huésped antes de
descomponer el tejido de la planta para promover su propio crecimiento y reproduccion
(Schumacher, 2017) y es dificil de controlar porque tiene una gran variedad de modos de
ataque, diversos hospedadores como fuentes de in6culo, y puede sobrevivir como micelio y/o

conidios o durante largos periodos como esclerocios en los restos del cultivo (Williamson et
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al, 2007). También se describen infecciones sistémicas y asintomaticas indicando
comportamientos de tipo endoéfito (Van Kan et al, 2014). Considerando su relevancia e
implicaciones en la agricultura, se decidid continuar la siguiente fase de experimentacién
evaluando el efecto de los compuestos antimicrobianos seleccionados sobre la cepa

identificada de este moho denominada inicialmente como “UB.”

2.3.2 Estudio de los compuestos preseleccionados

2.3.2.1 DMontaje 1 (dos concentraciones)

Alos ocho dias del montaje, es visible la humedad al interior de los frascos y el siguiente

comportamiento por compuesto descrito en la Tabla 2-11.

Tabla 2-11: Comportamiento de los compuestos preseleccionados.

Compuesto Concentracion alta Concentracion baja 0,048
0,476 mg/cm3 mg/cm3

2 nonanona Sin crecimiento microbiano, no se visualiza el

Control negativo compuesto en la dosis baja.
Cinamaldehido Sin crecimiento microbiano, si se visualiza el compuesto
Control negativo en ambas dosis, reducido en la dosis alta.
Aceite esencial de Sin crecimiento microbiano, se visualiza el compuesto
orégano en ambas dosis.

Control negativo

Figura 2-8: Control positivo montaje 1 (sin antimicrobiano con cepa).fgsg

Fuente: Autor.
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Transcurridos 37 dias del montaje, el Uinico crecimiento visible del patégeno fue en el frasco
correspondiente al control positivo, con una colonizaciéon completa de la caja de Petri (Figura
2-8). Los frascos con compuestos antimicrobianos y controles negativos al no presentar
actividad fungica evidenciaron para el primer caso que la concentraciéon empleada fue
satisfactoria y para el segundo que el medio de cultivo no se contaminé (Figura 2-9). Asi
mismo, hasta finalizar el estudio se comprob6 que el nivel de oxigeno al interior de los frascos
era el suficiente para evitar falsos negativos por la carencia de este pues se obtuvieron
resultados entre 15,8% y 19,3% de O (en fraccién molar) valores favorables para el desarrollo

microbiano.

Figura 2-9: Montaje con 2-nonanona, cinamaldehido y aceite esencial de orégano con sus
respectivos controles negativos.

Compuesto Montaje con antimicrobiano y Montaje con antimicrobiano
cepa sin cepa (control negativo)
-

2-nonanona

Cinamaldehido

Aceite esencial de
orégano

Fuente: Autor.
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Tabla 2-12: Crecimiento de mohos in vitro en los sistemas herméticos con compuestos
antimicrobianos volatilizados a 6 + 1 °C.

Compuesto antimicrobiano

Tratamiento | 2-nonanona | Cinamaldehido | Aceite de orégano

0,476 mg/cm3 - - -

Control negativo - - -

0,048 mg/cm3 - - -

Control negativo - - -

Control positivo +

2.3.2.2 Montaje 2 (cuatro concentraciones)

A los 5 dias del montaje, se observd crecimiento del patégeno no solo en el frasco
correspondiente al control positivo (nuevamente con una colonizacién completa de la caja de
Petri), sino también en las concentraciones 2,38 pg/cms3, 4,76 pg/cm3 y 23,81 ug/cm3 de 2-
nonanona cada una con sus respectivos controles negativos sin actividad fingica. Ninguno de
los otros dos compuestos presentd actividad alguna. Sin embargo, a partir del dia 8 de
almacenamiento, se detect6 actividad fungica en las concentraciones 2,38 ug/cm3 y 4,76
pg/cm3 de aceite esencial de orégano. La Tabla 2-13 muestra el comportamiento hasta el dia
40, dia en el que se finaliz6 el estudio. El nivel de oxigeno al interior de los frascos se midio

hasta concluir el ensayo y los resultados oscilaron entre 18,5% y 19,2%.
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Tabla 2-13: Crecimiento de mohos in vitro en los sistemas herméticos con compuestos

antimicrobianos volatilizados a 23 + 2 °C.

Tiempo de almacenamiento (dias)
5 7 8 12 40
47,61 - - - + +

Compuesto | Concentracion pg/cms3

Control negativo 47,61 - - - - -
23,81 + + + + +

Control negativo 23,81 - - - - -

4,76 + + + N N

2-nonanona

Control negativo 4,76 - - - - -

2,38 + + + + +

Control negativo 2,38 - - - - -

47,61 - - - - -

Control negativo 47,61 - - - - -
23,81 - - - - -
Control negativo 23,81 - - - - -
4,76 - - - - -
Control negativo 4,76 - - - - -
2,38 - - - - -
Control negativo 2,38 - - - - -

47,61 - - - - -

Cinnamaldehido

Control negativo 47,61 - - - - -
23,81 - - - - -

Control negativo 23,81 - - - - -
4,76 - - + + +

Control negativo 4,76 - - - - -
2,38 - - + + +

Aceite esencial de orégano

Control negativo 2,38 - - - - -

Control positivo +

El cinamaldehido ejerce efectos inhibitorios mediante la abstencién de la actividad de las
ATPasas, la biosintesis de la pared celular y la alteracion de la estructura e integridad de la
membrana ademas afecta la biosintesis del ergosterol y la produccion de toxinas flngicas.

Como consecuencia de estos hechos, el cinamaldehido ha demostrado potencial actividad
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antifingica contra diferentes hongos (Shreaz et al,, 2016; Qu et al,, 2019; Niu et al,, 2022). En
el estudio de Sernaité et al. (2020) se evalud in vitro la inhibicién de B. cinerea con
cinamaldehido en hojas de fresa desprendidas y el crecimiento micelial del patégeno se inhibié
por completo desde 600 uL L-1, valor considerable a comparacion del resultado obtenido en la

configuracion presentada con el montaje 2.

Los datos desfavorables con la 2-nonanona se pueden correlacionar con la investigacion de
Guo et al. (2019) quienes analizaron in vitro 21 monémeros organicos volatiles (entre ellos
trans-cinamaldehido y 2-nonanona) para evaluar su actividad antifingica contra B. cinerea
obteniendo una concentracién minima inhibitoria (CMI) para trans-cinamaldehido de 62,5 pL
L1y para 2-nonanona de 125 pL L1, demostrando que el trans-cinamaldehido siendo al igual
que el cinamaldehido compuestos derivados de la canela, presenta mejores resultados que la

metil heptil cetona a concentraciones mas bajas.

Hou et al. (2020) evaluaron la actividad antifiingica in vitro del aceite esencial de orégano
(carvacrol 89.98%, B-cariofileno 3.34% y timol 2.39%), y los compuestos carvacrol y timol por
separado contra el crecimiento del micelio de B. cinerea, donde la ECso correspondid a 140.04,
9,09 y 21,32 mg/mL respectivamente. Por otra parte, el carvacrol y el timol inhibieron
completamente la germinacion de esporas de B. cinerea a la concentraciéon de 300 mg/mL. Sin
embargo, con la misma concentracion, el aceite esencial de orégano no tuvo un efecto
significativo en la tasa de germinacion. Estos resultados indican que el carvacrol y el timol,
como monodmeros fenoélicos, fueron los principales componentes fungicidas del aceite esencial
de orégano y que el componente Unico tiene una mayor actividad antifingica que su mezcla.
Pero si hay efectos sinérgicos entre ellos y otros componentes que necesitan de mas estudios.
Sin embargo, aun en su forma individual, no superan los resultados obtenidos con el
cinamaldehido. Ejemplo de ello se presenta en el estudio de Almasaudi et al. (2022) donde
examinaron in vitro el potencial del aceite esencial de orégano y el aceite esencial de canela
para controlar la enfermedad del moho gris en uvas utilizando concentraciones para reducir
el crecimiento micelial entre 100 y 1000 pl./L y donde las concentraciones mas efectivas para
ambos aceites fueron 800 y 1000 pL/L. Asi mismo, ambos aceites redujeron la germinacién de
esporas a 800 pL/L. Ademads, minimizaron la gravedad de la enfermedad del moho en un 42%
con el aceite de orégano y un 58,9% con el de canela y la concentracién minima inhibitoria fue

de 200 y 100 pL/L respectivamente. Por lo anterior, se elige al cinamaldehido como el
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compuesto con mejor desempefio a menor cantidad de compuesto para evaluar su

comportamiento en frutos frescos de uchuva.

2.3.2.3 Montaje 3

Alos 3 dias del montaje, se observo crecimiento del patégeno tanto en el control positivo como
en las concentraciones 0,96 pg/cm3 y 0,48 pg/cm3 de cinamaldehido, Para el dia 32 de
almacenamiento se encontrd positiva una de las réplicas del control negativo para la
concentracion de 0,96 pg/cm3 por lo que se decidi6 suspender el estudio hasta dicho tiempo,

la Tabla 2-14 resume lo descrito.

Tabla 2-14: Crecimiento de mohos in vitro para las concentraciones 0,96 pg/cm3 y 0,48
pg/cms3 de cinamaldehido volatilizados a 23 + 2 °C.

Tiempo de almacenamiento (dias)
Compuesto | Concentracion pg/cms3 3 32

R1 R2 R3 R1 R2 R3
S 0,96 + + + + + +
%
= Control negativo 0,96 - - - - - +
3]
E 0,48 ¥ " + " + -
=
'5 Control negativo 0,48 - - - - - -

Control positivo +

2.3.3 Capacidad inhibitoria del compuesto seleccionado

Los tres montajes descritos anteriormente demostraron que tanto en condiciones de
refrigeracién (6 °C) como en temperatura moderada (23 °C), se observd crecimiento del
microorganismo causante de deterioro para varios de los tratamientos evaluados ademas del
control positivo. La 2-nonanona seria efectiva inicamente empleando la concentracién 47,61
ng/cm3 de espacio de cabeza para un plazo de almacenamiento inferior a los 12 dias. Con el
aceite esencial de orégano se evidenci6 que concentraciones entre 23,81 ug/cm3 y 47,61
ug/cms3 de espacio de cabeza podrian funcionar para inhibir B. cinerea en uchuva. Sin embargo,

es el cinamaldehido quien supera al aceite esencial de orégano pues con una concentracion de
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al menos 2,38 pg/cm3 de espacio de cabeza, inhibi6 la totalidad del crecimiento de
microorganismos luego de 40 dias de almacenamiento en temperatura moderada. Dicha
concentracion se mantiene por debajo de los valores de ingesta diaria aceptados por la FDA 'y

el Consejo de Europa correspondientes a 1,25 mg/kg (Zhu et al,, 2017).

En el estudio de (Niu et al., 2022) se evalu6 la actividad antifingica en fase de vapor del
cinamaldehido con una concentracién de 0,00625-1,6 uL./mL que mostré efectos antifingicos
contra Aspergillus niger HY2 aislado de arrozal. Y en donde la fase de vapor fue mas eficaz que
la fase liquida del compuesto. Los efectos antifiingicos y los mecanismos implicados en la fase
de vapor alin no se conocen bien. Otro caso se muestra en la investigaciéon de Huang et al.
(2021) para determinar la actividad inhibidora del gas volatil de cinamaldehido en el aire
utilizando placas de dicotomia. Cuando la concentracién del gas volatil es de 250 pL/L, este
ejercio actividad antimicrobiana sobre todas las cepas probadas, en especial contra
Scedosporium apiospermum con una tasa de inhibicion del 100%, y contra Fusarium solani con
una tasa de inhibicién del 45% concluyendo que el cinamaldehido puede liberarse lentamente
en un recipiente cerrado para lograr el efecto de una actividad antimicrobiana sostenida. Asi
mismo, Kardam et al. (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana en fase de vapor de
peliculas de poli(alcohol vinilico) (PVOH) cargadas de cinamaldehido (CINN) contra Bacillus
subtilis y Escherichia coli. La retencion de CINN en la pelicula se estudié mediante un método
basado en la espectroscopia UV-vis y se comprobd que so6lo 5,59 pl. de CINN/g de pelicula
retenida en el film eran suficientes para conservar las vainas de las habas hasta 4 dias a 25 °C.
Tras la exposicion al 55% de humedad relativa, la integridad de la pelicula antimicrobiana de
CINN/PVOH no se vio comprometida al cabo de 137 dias, lo que permiti6 utilizar la pelicula en
estas condiciones. Estas peliculas, si bien no pueden utilizarse como materiales de empaque

independientes, si pueden emplearse como componente de los empaques existentes.

Es asi como este tipo de estudios demuestran que los empaques activos antimicrobianos en
fase de vapor tienen un gran potencial para mejorar la vida 1til de los alimentos conservando

sus propiedades fisicoquimicas.
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2.4 Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos en la identificacion de los microorganismos causantes
de deterioro en uchuva, predomina el moho Botrytis cinerea. Esto se corresponde con hallazgos

previos en otras investigaciones.

De los compuestos naturales evaluados, el cinamaldehido demostré la mayor capacidad de
inhibicién antimicrobiana funcional con la minima concentraciéon analizada para la
configuracion del elemento activo con liberacion controlada y de aplicacién en la preservacion
de la uchuva fresca por periodos de tiempo superiores a los 40 dias en el control de Botrytis

cinerea para las pruebas in vitro realizadas.

Debido a su buena volatilizacion es posible incluir el cinamaldehido en un sistema de empaque
activo para su liberacién controlada en el espacio de cabeza del empaque con el fin de
preservar frutos de uchuva controlando el deterioro causado por Botrytis cinerea. Este tipo de
sistema puede aplicarse también en sistemas de empaque para otros frutos y vegetales de

interés comercial.
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3.Capitulo III. Configuracion del empaque
activo antimicrobiano en frutos frescos de
uchuva

Resumen

Se evalud la configuracion y el efecto de un empaque tipo bandeja con una pelicula de acido
polilactico (PLA), en un sistema de empaque con atmosferas modificadas (MAP) y con un
elemento activo antimicrobiano en forma de sachet compuesto de una matriz de bentonita
saturada de cinamaldehido para preservar frutos de uchuva frescos a 6 °C y 75% de HR. La
cantidad de cinamaldehido usada se estim6 de acuerdo con el espacio de cabeza del empaque
obteniendo una concentracién de 7,14 + 0,1 pg/cm3 de espacio de cabeza. Para el experimento,
algunos de los frutos de uchuva previamente fueron inoculados con Botritys cinerea. Se
evaluaron los siguientes tratamientos de empaque: sin sachet sin moho (SS), sin sachet con
moho (SC), con sachet sin moho (CS) y con sachet con moho (CC) para evaluar su liberacién en
fase de vapor. La calidad de los frutos se determiné midiendo el deterioro causado por el moho
y evaluando la evolucién de propiedades como el color, la firmeza y el peso. Con el sistema de

empaque activo/MAP se alcanzé un tiempo de vida ttil de las uchuvas de 43 dias a 6 °C.

Palabras clave: Physalis peruviana L., atmésferas modificadas, liberacion controlada,

bentonita, cinamaldehido.
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3.1 Introducciéon

La uchuva (Physalis peruviana L.) es un fruto en forma de baya con amplias perspectivas de
mercado pero con una vida util escasa a condiciones ambientales (1-2 semanas a 10-20 °C) lo
cual limita su comercializacion e incrementa los costos y el uso de recursos (Olivares Tenorio,
2017). Para este tipo de productos se han realizado diferentes trabajos en empaques con
atmdsferas modificadas (Hernandez-Gonzalez, 2003; Lanchero et al., 2007; Garavito et al,,
2021; Garavito et al., 2022) limitando la disponibilidad de O; para extender la vida util
retrasando los procesos de maduracién y limitando en alguna medida la accién de
microorganismos (Moreno Guerrero et al., 2012). Sin embargo, en este tipo de sistemas de
empaque la humedad siempre se conserva alta (80-90 % de humedad relativa) y no se puede
eliminar el O por completo (Garavito et al, 2022), por tal razén es necesario incluir
componentes o elementos activos adicionales para minimizar el crecimiento y actividad de
microorganismos causantes de deterioro (Wyrwa & Barska, 2017). En el caso de la uchuva, el
deterioro causado por mohos como Botritys cinerea es muy frecuente resultando en
destruccidn de tejidos y pérdida de calidad. Sin embargo, estos procesos de deterioro pueden
ser minimizados de forma efectiva con la aplicaciéon de compuestos antimicrobianos como el

cinamaldehido tal y como se describid en el capitulo anterior.

Los empaques antimicrobianos pueden clasificarse en dos tipos: los antimicrobianos de
liberacién controlada que se consiguen por contacto directo o por difusion indirecta en fase
gaseosa, y los antimicrobianos no migratorios de contacto directo en los cuales los
componentes activos son inmovilizados en la superficie de las paredes del empaque o de un
elemento activo independiente (Y. Zhao et al,, 2022). En el caso de los sistemas migratorios de
contacto directo, el componente activo en fase liquida o s6lida migrara por difusién hacia el
alimento que estara en contacto directo con alguna parte del empaque. En este tipo de sistema
debe tenerse mucho cuidado con la interaccién entre el componente activo y el alimento para
no degradar las propiedades sensoriales o nutricionales de este ultimo (Kuorwel et al., 2015).
En los sistemas migratorios de contacto indirecto, las sustancias antimicrobianas se liberan
por evaporacion hacia el espacio de cabeza del empaque para obtener una atmésfera
modificada activa que reduzca la viabilidad de los microorganismos indeseados. Los

compuestos activos se mezclan inicialmente en una matriz de liberaciéon la cual puede venir en
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varios formatos, como por ejemplo materiales porosos como arcillas o zeolitas, materiales de
encapsulacion en polvo, sales, polimeros, etc. (L. H. de Oliveira et al., 2022). Estas matrices
saturadas con el componente activo se disponen en bolsitas (sachets), almohadillas, etiquetas
o se pueden insertar directamente en el material de empaque (Mousavi Khaneghah etal., 2018;

Varghese et al.,, 2020).

Cuando se aplica un antimicrobiano natural volatil, se espera que se evapore dentro del
espacio de cabeza del empaque para que entre en contacto con la superficie del alimento
ejerciendo su funcidén antimicrobiana sin afectar excesivamente las propiedades de este
ultimo. Por consiguiente, antes de desarrollar y comercializar un empaque activo
antimicrobiano empleando elementos activos de liberacion, es crucial controlar el perfil de
volatilizacion y migracion del antimicrobiano aplicado (Kapetanakou & Skandamis, 2016). Sin
embargo, muchos de estos compuestos naturales presentan desafios para su incorporacién en
materiales de empaque debido a su alta velocidad de volatilizacidn, oxidacién a la luz, baja
estabilidad térmica y dificultad de inclusién en los materiales de empaque mayormente
utilizados actualmente (Wrona et al.,, 2021). Para el caso de los extractos naturales, aceites
esenciales o los componentes activos obtenidos a partir de estos, se deben considerar las
siguientes desventajas inherentes a los sistemas de empaque comunmente usados en
alimentos: 1) el empaque debe ajustarse a la condicién antimicrobiana y ambiental especifica;
2) el componente activo debe ser seguro para su consumo y debe cumplir la reglamentacién
vigente y 3) la incorporacidon de agentes antimicrobianos en el empaque puede afectar las
propiedades quimicas, mecanicas y de transporte de este (por ejemplo, los aceites esenciales
pueden reducir la rigidez del material de empaque debido a sus propiedades plastificantes
naturales). Sin embargo, estos componentes resultan ser muy atractivos para su incorporacion
en sistemas de empaque activos debido a sus propiedades bioldgicas antibacterianas,
antifingicas, antivirales e insecticidas y su origen natural ya que son biomoléculas y
metabolitos secundarios sintetizados por plantas aromaticas y medicinales que presentan una
inmensa bioactividad y relativa seguridad para el consumo a bajas concentraciones ademas de

su biodegradabilidad (L. H. de Oliveira et al., 2022).

Respecto a las matrices de liberacion, hay muchos materiales disponibles que se han probado
en nanocompuestos poliméricos, algunos con aplicaciones en empaques. Existen

aproximadamente 30 nanoarcillas diferentes, que se clasifican en funcién de su composicion
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mineralégica. La literatura reporta estudios de diferentes clases de nanoarcillas naturales,
como la caolinita, hectorita, halloysita, vermiculita, sepiolita, laponita y bentonita (HoleSova et
al,, 2016; Bernardos et al,, 2019; Q. Li et al., 2021; X. Li et al,, 2021; Nath et al., 2022). Arcillas
como la bentonita que pertenece a la familia de los filosilicatos tienen gran potencial de uso
como matrices de liberacién de componentes activos debido a su alta porosidad, no toxicidad,
amplia disponibilidad en la naturaleza, bajo costo y posibilidad de ser modificada
estructuralmente para aplicaciones especificas. Dado lo anterior, la bentonita representa un
sustrato ideal para incorporar y controlar la liberacién de compuestos antimicrobianos (Clegg

etal, 2019; Cerdan, 2022; de Oliveira et al.,, 2022; Nath et al., 2022).

En el estudio del presente capitulo, se describe la evaluacién experimental de un sistema de
empaque activo con atmdsferas modificadas y con la inclusién de un componente
antimicrobiano de cinamaldehido en una matriz de bentonita para la preservacion de frutos
de uchuva en fresco a 6 °C 'y 75% HR. Se evalué especificamente el efecto del sistema en el

control del deterioro causado por Botrytis cinerea sobre el producto.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Material vegetal

Frutos de uchuva ecotipo Colombia fueron cosechados en su estado de madurez fisioldgica, de
plantas con una edad de 9 meses de la region de Ventaquemada (Departamento de Boyaca,

Colombia), ubicada a los_5°21'59”"N y 73°31'19”"0 a 2630 m.s.n.m. Los frutos fueron

transportados bajo refrigeracion a 8 °C y protegidos de dafios mecanicos hacia las
instalaciones del Laboratorio de Calidad y Poscosecha de Productos Agricolas de la
Universidad Nacional de Colombia en Bogot3, al dia siguiente de la cosecha. En este lugar los
frutos fueron seleccionados descartando aquellos con evidencias de dafio mecanico, pudricidn,
rajaduras o presencia de microorganismos. Seguidamente se retird el caliz y los frutos fueron
lavados muy suavemente con agua corriente a temperatura ambiente (17-20 °C) para retirar
suciedad sin llegar a eliminar la capa de cera en su superficie, luego tratados con una solucién

de hipoclorito de sodio 0,1 g kg1 sumergiéndolos durante 60 s y posteriormente nuevamente
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Capitulo 3 61

lavados con agua corriente. Finalmente, los frutos fueron dejados secar al ambiente durante 2

h y luego distribuidos para las pruebas de empaque.

3.2.2 Material de empaque

Se emplearon bandejas cuadrada rigidas de acido polilactico (PLA) de dimensiones 18 x 12 x
3.8 cm y 0,36 £ 0.01 mm de espesor (Envaseko, Areso, Spain) cubiertas y selladas con una
pelicula de PLA de 0,035 + 0,002 mm de espesor (ClearBags, El Dorado Hills, CA, USA) y con un
area de transferencia aproximada de 214,2 cmz2. El volumen interno de la bandeja sellada con

la pelicula fue de aproximadamente 820,8 cm3.

3.2.3  Botrytis cinerea

En el capitulo anterior, se obtuvo como microorganismo patégeno preponderante al moho
Botrytis cinerea, por lo que se empled la misma cepa obtenida durante dicho andlisis
microbiolégico y se estandarizo el in6culo preparando de igual forma una concentracion de 1
x 106 conidios cm=3 y dicha solucién fue posteriormente envasada en un atomizador con
capacidad de 60 cm3 para asperjarla posteriormente sobre la superficie de algunas frutas en
dos de las configuraciones del empaque activo antimicrobiano como se describe mas adelante

en el numeral 3.2.5.

3.2.4 Preparacion del elemento activo

El elemento activo fue preparado mezclando cinamaldehido liquido en una matriz de bentonita
en polvo (Compaiiia Colombiana de Ceramica, S.A., Bogota Colombia) hasta la saturacién. La
mezcla fue dispuesta en sachets de 5 x 5 cm de papel vegetal poroso permeable. Los sachets
fueron sellados con calor después de introducir la bentonita saturada evitando su salida dentro
del empaque con las frutas. La cantidad de cinamaldehido en cada sachet fue estimada de
acuerdo con los resultados de inhibicién obtenidos en las pruebas in vitro descritas en el
Capitulo 2. Para las pruebas in vitro se estimé una minima concentracién inhibitoria de 2,38
ug de cinamaldehido liquido volatilizado por cm3 de espacio de cabeza (2,38 ug/cm3) para un
periodo de 40 dias a 23 °C + 2 °C. Para los empaques activos se intenté obtener una
concentracion similar teniendo en cuenta el espacio de cabeza disponible en el empaque

(599,8 cm3), descontando el volumen ocupado por las uchuvas y por el elemento activo.
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En este experimento, la cantidad de cinamaldehido requerida se prepar6 para obtener una
concentracion del triple de la CMI estimada en las pruebas in vitro. Este factor de sobre-disefio
fue pensado para compensar la pérdida de cinamaldehido permeado a través del empaque, la
menor volatilizacién debido a estar mezclado con la bentonita y las condiciones reales in vivo
planteadas en el empaque con uchuvas. Teniendo en cuenta lo anterior, para 599,8 cm3 de

espacio de cabeza se estim6 necesario 7,14 pug de cinamaldehido.

El cinamaldehido fue mezclado con la bentonita a 20 °C hasta obtener un sélido aglomerado
consistente. Luego se molid el aglomerado con mortero hasta obtener granulos finos los cuales
fueron depositados en los sachets sin dejar volumen de espacio de cabeza interno. Los sachets
fueron conservados en un sobre metalizado sellado para evitar la pérdida de cinamaldehido
antes de los ensayos. Después de hacer ensayos preliminares para determinar la mejor
relacion de mezcla cinamaldehido y bentonita, en los sachets se incluyeron 7,14 + 0,1 pg/cm3
de cinamaldehido al 0,5% (p/p) en bentonita. La cantidad y fracciéon de antimicrobiano
adsorbida en la bentonita se verific6 tomando 1 g de mezclay secandolo a 150 °C durante doce
horas para desorber todo el compuesto, registrando finalmente el peso seco de la bentonita. El
peso total de cinamaldehido y bentonita fue de 0,86 = 0,01 g y el peso total de los sachets que

se emplearon fue de 1,49 + 0,02 g.

3.2.5 Configuracion del empaque activo antimicrobiano

Para evaluar el efecto del empaque y la inclusiéon del elemento activo antimicrobiano en la
calidad y vida 1til de los frutos de uchuva, inicialmente se introdujeron 100 * 1 g de frutos en
las bandejas de PLA preparando cuatro configuraciones: 1) sin elemento activo y sin inéculo
de Botrytis (SS), 2) sin elemento activo y con inéculo (SC), 3) con elemento activo y sin in6culo
(CS) y 4) con elemento activo y con indculo (CC) (Figura 3-1). Para los tratamientos en donde
se inoculd Botrytis, se aplicaron por aspersién 100 pL aproximadamente sobre la superficie de

los frutos (Sun et al.,, 2018; Wang et al., 2022).
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Figura 3-1: Prototipo de empaque antimicrobiano para frutos de uchuva.
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Fuente: Autor.

Las peliculas de PLA se sellaron por calor a la parte superior de la bandeja para crear un
empaque con atmésfera modificada (MAP). En cada una de las bandejas se hizo una unica
perforacion en la pelicula de PLA de 0,058 mm con una aguja delgada para incrementar la
transferencia de gases y evitar el agotamiento de O en el interior de forma similar a lo

planteado por Garavito et al. (2022).

Los diferentes tratamientos de empaque fueron entonces almacenados en una camara
climatica modelo C240 (DiEs, Medellin, Colombia) a 6,0 + 0,5 °Cy 75 * 2% HR durante seis
semanas midiendo la evolucién en las concentraciones de 0O, y CO, dentro del empaque y la
calidad visual, presencia y dafio causado por microorganismos, pérdida de peso, color, firmeza,
solidos solubles totales (% SST) y acidez titulable (% ATT) de los frutos empacados una vez a

la semana hasta el deterioro de las muestras.

La fraccién molar de O, y CO, dentro del empaque se determiné con un analizador Dansensor

CheckPoint 3S Premium (Mocon Ametek, USA) tomando muestras de gas de 5 cm3 desde el
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interior de las bandejas selladas antes de abrirlas para medir las propiedades de calidad de los

frutos.

3.2.6  Evaluacion del deterioro y propiedades de calidad

Aceptabilidad visual. Para determinar la aceptabilidad visual se estimé un indice de
deterioro (ID) con base en una evaluacién de presencia de microrganismos y/o deterioro a
partir del nimero de frutos con contaminacién microbiana o que presentaron pudriciéon
respecto al numero total de frutos en el empaque (Hernandez-Mufioz et al., 2006; Sierra et al,,

2019).

Numero de frutos contaminados o deteriorados
ID = x 100 (1)

Numero total de frutos

El indice de deterioro se consideré como el criterio de vida util de las muestras. Cuando el
indice de deterioro excedi6 el umbral de dafio de ID = 30% (ASTM, 2013; Pérez et al., 2020),

finalizaba la utilidad del servicio del empaque.

Pérdida de peso. El cambio en el peso de los frutos se midi6 utilizando una balanza analitica
PA-3102 Ohaus (OHAUS Corp. Pine Brook, NJ, EE. UU.), con una precisiéon de + 0,01 gramos
(Olivares Tenorio, 2017).

Se empleo la ecuacion:

9%PP = ((Pi-Pf)/Pi)*100 (2)

En donde: Pi: peso inicial de un fruto; Pf: peso obtenido por fecha de muestreo.

Color. El color de los frutos se midio en el centro del area ecuatorial. La medicion se realizd
usando un colorimetro 3nh modelo ys3020 (Shenzhen 3nh Technology Co., Ltd., Shenzhen,
China) y reportando las coordenadas de color CIELAB L* a* y b*. Se consideré "Daylight 65"
como el iluminante estandar y para cada medicién se realizaron tres repeticiones reportando

el valor medio de cada repeticion (Pérez et al., 2020)

Firmeza. La firmeza se midio en el area ecuatorial del fruto (sometida a puncién transversal)

utilizando una maquina de prueba universal LLOYD® LS 1 (Ametek Inc., Berwyn, PA, USA) con
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una sonda de punta plana de 2 mm a una velocidad de carga desde 15 N min-! 0.3 N y a una
velocidad de penetracién de 2 mm s-1. La firmeza se tomé como la fuerza maxima (N) necesaria

para penetrar el fruto a una profundidad de 4 mm (Balaguera-Lépez et al.,, 2015).

Solidos solubles totales (SST % w/w). Los sdlidos solubles (%) se midieron en el jugo de los
frutos utilizando un refractémetro Hanna HI 968011 de rango 0 a 85% con precisién 0,1 %

(Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.) expresando el resultado en °Brix.

Acidez titulable (ATT %) y pH. La acidez total titulable (%) se determiné en el jugo del fruto
utilizando un titulador automatico Metrohm 916 Ti-Touch (Metrohm AG, Herisau, Suiza). Se
valoraron 3 cm3 de jugo diluidos hasta 50 cm3 con una solucién estandarizada de NaOH 0,1 N
(Sigma-Aldrich, Dublin, Irlanda) hasta un punto final de pH 8,1. La acidez se expresé como
porcentaje de acido citrico presente en cada muestra (Lanchero et al,, 2007; Pérez et al., 2020).
El pH fue medido con el electrodo del titulador automatico antes de iniciar la titulacion para

determinar la ATT.

Todas las mediciones se hicieron por triplicado reportando el valor medio y la desviacion
estandar. Basandose en los cambios en las propiedades de calidad descritas anteriormente, se
determind el sistema de empaque con la mayor capacidad para la preservacion de los frutos

de uchuva.

3.2.7 Analisis estadistico

Las diferencias entre las configuraciones de empaque se establecieron comparando los valores
medidos de las propiedades de calidad de los frutos empacados realizando un andlisis de
varianza (ANOVA) y determinando las diferencias significativas entre configuraciones (p
<0,05) con la prueba HSD de Tukey. A partir de esta comparacién y de acuerdo con la
estimacion de la vida util, se estableci6 la mejor configuracién de empaque entre aquellas que

fueron evaluadas.
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3.3 Resultadosy discusion

3.3.1 Concentracion de los gases

Se consiguié una atmoésfera modificada ligera (Figura 3-2) consecuente con el estudio de
Garavito et al. (2022). La concentracion alcanzada para todos los tratamientos es similar dado
que esto depende de la permeacion de gases a través del empaque y de la respiracion de los
frutos. De ahi que se alcanzaran niveles de O, de 17-18% y de CO; de 3.5-4.8%. Si bien, los
procesos de maduracion se retrasan al disminuir la concentracién de oxigeno, evitando el
deterioro y ataque de patégenos (Hernandez-Gonzalez, 2003), algunos estudios han sugerido
que niveles de oxigeno mas elevados podrian ser mas eficaces para prolongar la vida util de
los productos al inhibir el crecimiento de microorganismos propios de deterioro,
imposibilitando procesos de respiracion andxica y retrasando la aparicion de la putrefaccion
(Fang & Wakisaka, 2021) y en consecuencia, se ha reconsiderado en gran medida el MAP
convencional en la que se utiliza O, de moderado a bajo y CO elevado. Para inhibir o minimizar
la tasa de deterioro microbiano y preservar la calidad y la seguridad del producto fresco, la
atmosfera modificada con alto nivel de oxigeno puede ser mas ventajosa (Conesa et al,

2007;Perumal et al., 2022).
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Figura 3-2: Fracciéon molar de 02 y COz (%) en el espacio de cabeza para las configuraciones
SS (sin sachet y sin indculo), SC (sin sachet y con in6culo), CS (con sachet y sin in6culo) y CC
(con sachet y con in6culo) con frutos de uchuva almacenados a 6 °Cy 75% HR.
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3.3.2 Propiedades de calidad durante el almacenamiento

La Figura 3-3 muestra la pérdida de peso de los frutos durante el almacenamiento bajo las
diferentes configuraciones. Los tratamientos sin sachet pierden peso a un ritmo ligeramente
superior que aquellos en donde se emplea el elemento activo. Lo anterior consecuente con la
degradacion del tejido vegetal pues, a mayor contaminacién por hongos, mayor el
rompimiento de la corteza de la fruta; por lo que su capacidad de retencién de agua disminuye
(Lufu et al,, 2020; Liu et al,, 2021). Desde el dia 21 se hace notoria la pérdida en aquellos
tratamientos contaminados con Botrytis cinerea (SC y CC). Sin embargo, hasta el dia 35 solo el
tratamiento CC superaba el 5% pero para el dia 47 los tratamientos SS y SC superaron con
6,7% alos tratamientos CC con 5,9% y CS con 5,5% respectivamente.

A pesar de ello, ningun tratamiento super6 la pérdida del 10% y se debe principalmente al
sellado del empaque donde la permeabilidad del vapor de agua fue baja. Sin embargo, en este
caso el peso no es la variable de calidad principal sino la contaminacién microbiana,
considerada como criterio de no aceptabilidad del producto, aunque variables como el indice

de color se mantengan en los rangos establecidos (Mufioz et al., 2017), contrario a lo que se
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evidencié en frutos de uchuva almacenados sin empaque (es decir, sin bandeja termosellada
con pelicula) con una pérdida de peso equivalente a 13,4% a los 21 dias de almacenamiento

(Garavito et al.,, 2022).

Figura 3-3: Pérdida de peso acumulada (simbolos) en los tratamientos de empaque SS, SC, CS
y CC para frutos frescos de uchuva a 6 °Cy 75% HR. Desviacion estandar incluida paran = 3.
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En la Tabla 3-1 se observa la evolucion de las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos
frescos de uchuva almacenados bajo los diferentes tratamientos. Los frutos de uchuva pueden
alcanzar una concentraciéon entre 10 y 17 °Brix después de la cosecha. El aumento de los
sélidos solubles totales depende del proceso de degradacion de polisacaridos a disacaridos o
monosacaridos mediante hidrélisis de la pared celular. Estos procesos son dependientes de la
actividad enzimatica y ésta a su vez, es dependiente de la temperatura (Pinzén et al., 2015).
Aunque se encontraron diferencias significativas con el tratamiento “CS” en el dia 13 y con los
tratamientos “CS” y “CC” en el dia 28 (aquellos frutos contaminados con el patdégeno), se
observa que la actividad del hongo al disminuir el contenido de azicar es consecuente a través
del tiempo. Con la medicién del pH no se presentaron diferencias significativas para ningtn

tratamiento, se evidencian rangos entre 3.6 a 4.1 desde el dia inicial hasta el final del montaje



Capitulo 3 69

que van aumentando ligeramente con el paso de los dias y coindicen con lo reportado por
Puente et al. (2011). Es valido recordar que la mayoria de los microorganismos de deterioro,
especialmente las bacterias, se desarrollan mejor a un pH casi neutro (=pH 4,5) (Hoagland et
al,, 2018); sin embargo los conidios de Botrytis spp. germinan en un rango de pH de 3-7 con un
optimo de 4 (Ramirez, 2017). Respecto a la acidez total, no se presentaron diferencias
estadisticas y su disminucidon representa un comportamiento caracteristico durante la
maduracién del fruto de uchuva (Pinzén et al., 2015). Los valores coinciden con lo reportando

por Puente etal. (2011).

De los tres analisis se puede concluir que no se presentaron diferencias significativas con los
cuatro tratamientos. Es decir, las propiedades fisicoquimicas tanto con el empaque activo
como sin este, no se verian afectadas por lo que agregar elementos como el sachet no

representaria cambios en las propiedades de sabor y demas caracteristicas de la uchuva.

Tabla 3-15: Evolucion de las propiedades de calidad de los frutos de uchuva bajo los
diferentes tratamientos a 6 °Cy 75% HR.

Andlisis Tratamiento Dia 0 Dia 13 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 47
TSS (%) SS 13,60 14,27+0,15 a* 13,57+0,15 a 14,07+0,38 a 14,13+0,15 a 13,50+0,36 a
SC 14,33+0,06 a 13,60+0,53 a 14,30+0,10 a 14,00+0,20 a 13,53+0,25 a
CS 14,73£0,21b 13,83+0,93 a 13,17+0,25 bc 13,93+0,25 a 13,03+0,21 a
(o 14,13+0,06 a 13,43+0,12 a 13,53+0,23 ac 13,47+0,21 a 13,53+0,35 a
pH SS 3,65+0,04 3,65¢0,12a 3,77+0,04 a 3,92+0,01 a 4,04+0,10 a 4,03+0,07 a
SC 3,70+0,02 a 3,83+0,02 a 3,90+0,02 a 4,11+0,18 a 4,01+0,11 a
CS 3,64+0,05 a 3,83+0,13 a 3,90+0,08 a 4,06+0,11 a 4,15+0,15 a
cC 3,64+0,03 a 3,79+0,02 a 3,87+0,01 a 4,00£0,18 a 4,17+0,03 a
TA (%) SS 2,20+0,02 2,40+0,09 a 2,68+0,06 a 1,74+1,51a 2,21+0,10 a 1,76+0,00 a
SC 2,40+0,15a 1,78+1,54 a 2,67+0,15a 2,25+0,03 a 1,78+0,04 a
CS 2,38+0,07 a 2,48+0,21a 2,71+0,19 a 2,12+0,25a 1,88+0,19 a
cC 2,39+0,07 a 2,69+0,18 a 2,75+0,29 a 2,06+0,02 a 1,76+0,00 a

* Valores con letra diferente son significativamente distintos (p<0,05) en el mismo dia de

medicion de acuerdo con la prueba HSD de Tukey.

La medicion del color se mantuvo estable en todos los tratamientos durante los 47 dias de

almacenamiento (Tabla 3-2) posiblemente debido a un balance adecuado en la composicién
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de gases dentro del espacio de cabeza de los empaques liberando los carotenos de forma

regulada y gradual (Balaguera-Loépez et al., 2015).

Tabla 3-2: Evolucidn de las propiedades de color de los frutos de uchuva bajo los diferentes
tratamientos a 6 °C y 75% HR.

Propiedad Tratamiento Dia 0 Dia 13 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 47
ss 61,48+224a* | 61,77+191a | 61,72¢1,48a | 59,72+3,66a | 59,74+2,29a
Lightness SC <o 45s101 60,67+1,92 a 59,94+353a | 61,42¢2,13a | 61,62+1,84a | 61,33+1,04a
(L9 cs T 62,28+1,15 a 62,97:096a | 62,37+1,14a | 6121+1,67a | 60,36:097a
cC 61,53+2,68 a 62,04£1,60a | 6226+1,47a | 59,07+274a | 61,30:1,13a
ss 22,47+1,74 a 23,32+¢132a | 24,10:1,02a | 23,47+217a | 24,74+1,97a
Chromatic SC 22,60+2,18 a 25134219a | 24,61+1,52a | 23,92+132a | 24,81+2,10a
coordinate 23,52+1,68
(%) cs 23,14+0,77 a 23,49+1,48a | 23,82¢+1,89a | 22,93+1,99a | 24,29+1,81a
cC 22,29+2,62 a 23,27+¢148a | 22,84t220a | 23,83+128a | 24,19+2,31a
SS 45,71+132 a 48,39+175a | 4833:1,30a | 4837t4,15a | 46,95¢2,73a
Chromatic SC 47,07+2,35 a 4856+3,46a | 49,16:2,67a | 47,60+230a | 4898+263a
coordinate 46,28+1,00
(b¥) cs 47,93+0,83 a 4854+339a | 47,10¢223a | 4661+276a | 48,08+277a
cC 47,33+2,87 a 50,29¢1,85a | 47,66+2,13a | 47,15¢3,68a | 4839t1,14a

* Valores con letra diferente son significativamente distintos (p<0,05) en el mismo dia de

medicion de acuerdo con la prueba HSD de Tukey.

Finalmente, la firmeza solo fue estadisticamente significativa hasta el dia 47 en los

tratamientos inoculados con Botrytis, consecuente con su efecto patégeno. Dicha propiedad

fisica, junto con el color, representan parametros importantes de calidad, especialmente en

frutas susceptibles a dafio mecanico y de corta vida en anaquel (Ciro et al., 2007).

Tabla 3-3: Evolucién de la firmeza de los frutos de uchuva bajo los diferentes tratamientos a

6 °Cy 75% HR.

Propiedad | Tratamiento Dia 0 Dia 13 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 47
SS 543+0,52 a* | 4,13+0,49a | 555+0,06a | 571+0,07a | 4,82+0,30a
Firmeza SC 4,94+0,62a | 537+0,75a | 4,20+0,83a | 4,90+0,25a | 5,64+0,16b
(N) CS 4,2220,26 537+0,37a | 4,20+0,51a | 500+1,01a | 4,80+0,78a | 5,27+0,26 ab
cC 4,44+0,47a | 545+0,09a | 509+0,83a | 569+0,17a | 4,70+0,08 ac

* Valores con letra diferente son significativamente distintos (p<0,05) en el mismo dia de
medicion de acuerdo con la prueba HSD de Tukey.
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3.3.3  Vida util del fruto y configuraciéon con mejor desempeiio

La Figura 3-4 presenta el deterioro de frutos frescos de uchuva durante los 47 dias del ensayo.
Los resultados obtenidos fueron favorables y directamente proporcionales de acuerdo con los
tiempos de almacenamiento de los tratamientos SS, SC, CS y CC equivalentes a 34, 29, 43 y 33
dias respectivamente por debajo del indice de deterioro aceptable. La configuracién CS que es
la que se plantea como configuracion para un empaque activo antimicrobiano aplicado a frutos
frescos de uchuva o productos similares presentd resultados parecidos a los expuestos por

(Garavito et al.,, 2022).

Figura 3-4: Porcentaje de deterioro de los frutos de uchuva en los diferentes tratamientos SS,
SC,CSy CCa6°Cy 75% HR. Desviacion estandar incluida paran = 3.
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A continuacion, con la Figura 3-5 se correlaciona de forma visual las caracteristicas fisicas de
los frutos frescos de uchuva y el efecto de la liberacidn controlada del cinamaldehido a lo largo

del montaje.
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Figura 3-5: Seguimiento visual de los tratamientos SS (sin sachety sin in6culo), SC (sin sachet
y con indculo), CS (con sachet y sin in6culo) y CC (con sachet y con inéculo) almacenados a 6
°Cy 75% HR.

Tiempo de almacenamiento

Fuente: Autor.

La configuracién propuesta se puede mejorar incluyendo otras caracteristicas activas como la
adicion de elementos para la adsorcion de humedad, la liberacién controlada de compuestos,
antioxidantes o retardantes de maduraciéon para prolongar atin mas la vida 1til de la fruta y

otras alternativas de empaque biodegradable.
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3.4 Conclusiones

El sistema de empaque activo incluyendo el sachet con 7,14 *+ 0,1 pg/cm3 de cinamaldehido al
0,5% (p/p) de bentonita demostr6 capacidad inhibitoria en el desarrollo de Botrytis cinerea

hasta por 43 dias bajo condiciones de refrigeracién a 6,0 + 0,5°Cy 75 + 2% HR.

Las propiedades fisicoquimicas de calidad evaluadas en general no mostraron diferencias
entre los diferentes tratamientos empleados (con sachet y sin sachet). Esto implica que no hay
afectacion en la calidad fisicoquimica de la fruta por la inclusién del elemento activo, excepto

la propia inhibicion del desarrollo del patogeno.

Se propuso un sistema novedoso fabricado a partir de bentonita como arcilla absorbente de
uso alimentario, que puede cargarse con aceites antimicrobianos volatiles, y que result6 eficaz
para prolongar la vida ttil de frutos frescos de uchuva siendo ejemplo de aplicacién para otras
frutas y verduras frescas. La obtencién de la arcilla es de facil acceso y el hecho de que se
presente en forma de sachet para que evite el contacto directo con el alimento y la eficacia aqui
demostrada, hacen de este sistema una alternativa atractiva a los sistemas de empaque que

liberan antimicrobianos volatiles.

Se espera que los resultados obtenidos en este proyecto, y el sistema de empaque configurado
para la uchuva en fresco puedan ser aprovechados en el corto y mediano plazo por las cadenas
productivas de este fruto en Boyaca parala reduccion de pérdidas de producto de sus procesos

de almacenamiento, transporte y distribucién, incrementando las posibilidades de mercado.
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4. Conclusiones y futuros desarrollos

4.1 Conclusiones

Se plante6 la configuracién de un sistema de empaque activo antimicrobiano para frutos
frescos de uchuva (Physalis peruviana L.) en los que se identific6 al moho Botrytis cinerea como
el microorganismo preponderante causante de su deterioro. Se hicieron pruebas in vitro para
establecer el efecto antimicrobiano y la concentracién minima inhibitoria (CMI) en fase de
vapor de 2-nonanona, cinamaldehido y aceite esencial de orégano donde el cinamaldehido
obtuvo la menor CMI correspondiente a 2,38 pug/cm3 de espacio de cabeza por 40 dias de
almacenamiento a 23 °C. Por ultimo, se evalud in vivo un sistema de empaque activo con
atmosferas modificadas (MAP) y con la inclusion del elemento activo de cinamaldehido
contenido en la matriz de bentonita que permitié laliberacién controlada del compuesto activo
en el espacio de cabeza del empaque y con ello la preservacion del producto empacado
alcanzando un tiempo de vida util de 43 dias comparado a 34 dias para el tratamiento sin

elemento activo.

4.2 Futuros desarrollos

Es necesario cuantificar la cantidad de componente activo en la fase gaseosa del espacio de
cabeza del empaque con precision. Para esto se requiere saber cuanto componente se trasfiere
hacia el exterior del sistema y qué cantidad de componente es adsorbido por el material de
empaque y el propio alimento. Asi mismo evaluar otros mecanismos de liberaciéon en lamina o
panel. Considerar la ubicacién del cinamaldehido en la pelicula de empaque y evaluar otros
compuestos antimicrobianos como el eugenol, timol y citral. Este tipo de configuracion puede

extenderse y aplicarse a otras variedades de uchuva y a otros productos similares.
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Para evitar el aumento del deterioro causado por microorganismos como Botrytis mediante la
liberacion controlada de compuestos volatiles como el cinamaldehido, se requieren materiales
con alta porosidad y capacidad de desorcidn. Es necesario seguir investigando en este tipo de

materiales, en lo posible buscando compuestos de origen natural.
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SECUENCIA ENSAMBLADA - AISLAMIENTO 26-1

5
TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCA
TAGAAAAATTTGGGTTTTGGCAGAAGCACACCGAGAACCTGTAACGAGAGAT
ATTACTACGTTCAGGACCCAGCGGCGCCGCCACTGATTTTAGAGCCTGCCATT
ACTGACATAGACTCAATACCAAGCTAAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAA
CAGGCATGCCCCCCGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTATTATATAGTA
CTCAGACGACATTAATAAAAAGAGTTTTGGTATTCTCTGGCGAGCATACAAGG
CCCGAAGGCAGCTCGCCAAAGCAACAAAGTAATAATACACAAGGGTGGGAGG
TCTACCCTTTCGGGCATGAACTCTGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACG
GAAACCTTGTTACGACTTTTTAACTTCCAAAAA

3"
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