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RESUMEN

Existen tecnologias para extender la vida util en fresco de productos hortofruticolas en
poscosecha, para preservar del ataque de organismos patdgenos y conservar la calidad
general. Se destaca el uso de recubrimientos comestibles, los cuales forman una barrera
en la superficie del fruto que permite modular el intercambio de gases y vapor de agua.
La caracteristica funcional mas importante de una pelicula comestible es la resistencia
contra la migracién de la humedad, por ello se deben conservar los niveles criticos de
actividad de agua para asegurar la calidad e integridad metabodlica, controlar la
maduracion y senescencia. Sin embargo, se debe asegurar una cierta permeabilidad al
oxigeno y al dioxido de carbono para evitar un estatus anaerébico. Actualmente los
recubrimientos comestibles se elaboran a partir de variedades de polisacaridos,
proteinas, ceras naturales y resinas, entre otros, con denominacion GRAS. Los retos
técnicos involucrados en la elaboracion de recubrimientos comestibles con propiedades
funcionales incluyen la seleccién del tipo y concentracion de los materiales usados en la
formulacién, las técnicas de preparacion, durabilidad, adherencia, entre otras. Por lo
tanto se requiere de estudios basicos para disefiar las propiedades funcionales de

peliculas comestibles para aplicaciones en vegetales especificos.

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo un recubrimiento comestible
compuesto por dos productos naturales obtenidos de residuos agroindustriales como
ingredientes principales: Pectina citrica como agente estructural y Aceite esencial de
citricos como agente antifungico, ambos, integrados en una formulacion hidrocoloidal
compuesta, se determinaron sus propiedades funcionales mediante la aplicacion in vivo
del recubrimiento en una linea de tratamiento industrial, se evaluaron variables
relacionadas con la calidad externa e interna de los frutos, se evalud la actividad
antiflngica y se estableci6 una plataforma analitica metabolémica para la identificacion
de marcadores de cambio mediante metodologia metabolite profiling utilizando un
sistema GC/gEIMS. Durante la etapa de desarrollo de la formulacion se optimizé la
retencion de sustancias volatiles en la matriz de la pelicula de recubrimiento, las
sustancias retenidas mostraron una potente actividad fungistatica frente Penicillium
digitatum y Penicillium italicum, entre ellas se destacaron principalmente los

componentes aromaticos: Carvacrol, Timol y p-Cimeno, los cuales aportaron una
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sinergia considerable a la bioactividad del componente mayor (Limoneno 74-93%). La
plataforma analitica permitié establecer diferentes librerias automatizadas para méas de
400 metabolitos, entre ellos, se destacaron alrededor de 180 moléculas target que
aportaron informacion de los cambios en la quimica de la maduracion, senescencia y del
impacto de materiales de recubrimiento: metabdlitos terpénicos (volatiles
monoterpénicos y sesquiterpénicos), carbohidratos, lipidos, aminodcidos, acidos

organicos (cindmicos, fenolicos) y otros.

Finalmente se obtuvo un prototipo de formulacion, el cual se compard con ceras
comerciales en cuanto a su capacidad para preservar la vida atil y conservar la calidad
de naranja valencia en condiciones simuladas de comercializacion, frigoconservacion y
cuarentena de exportacion. El prototipo sobresalié en algunos parametros de calidad y
mostro un mejor desempefio en condiciones de comercializacion directa por 2 semanas
(25°C), e incluso fue util para la frigoconservacion durante 4 semanas (7°C). Respecto
al control de patogenos la formulacion presento proteccion en condiciones de
comercializacion directa, ninguna formulacién presento efectividad en condiciones de

frigoconservacion.
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SUMMARY

Technologies exist to extend the life of fresh fruit and vegetables in post harvest, to
preserve the attack of pathogenic organisms and maintain overall quality. It emphasizes
the use of edible coatings, which form a barrier on the surface of the fruit to modulate
the exchange of gases and water vapor. The most important functional characteristic of
an edible film is the resistance to moisture migration, therefore we must keep the critical
levels of water activity to ensure the quality and integrity metabolic control ripening and
senescence. However, it should ensure a certain permeability to oxygen and carbon
dioxide to prevent anaerobic status. Currently edible coatings are made from varieties of
polysaccharides, proteins, natural waxes and resins, among others, with GRAS
designation. The technical challenges involved in the development of edible coatings
with functional properties include selecting the type and concentration of the materials
used in the formulation, preparation techniques, durability, and adhesion, among others.
Therefore basic studies are needed to design the functional properties of edible films for

applications in specific plant.

The aim of this study was to develop an edible coating composed of two natural
products derived from agro-industrial wastes as ingredients: Citrus Pectin as a structural
agent and citrus essential oil as an antifungal agent, both integrated into a composite
hydrocolloidal formulation. Their functional properties were identified in vivo by
applying the coating on industrial processing line, we evaluated variables related to
external and internal quality of fruit, antifungal activity was evaluated and established a
metabolomics analytical platform for the identification of markers of change through
metabolite profiling method using a GC/qEIMS. During the development stage of the
formulation was optimized the retention of volatile substances in the coating film
matrix, retained substances showed potent fungistatic activity against Penicillium
digitatum and Penicillium italicum, including mainly highlighted the aromatic
components: Carvacrol, Thymol and p-Cymene, which provided a considerable synergy
to the bioactivity of the major component (74-93% limonene). The analytical platform
allowed us to establish different automated libraries for more than 400 metabolites,
including about 180 highlighted target molecules that provided information on changes

in the chemistry of maturation, senescence and the impact of coating materials: terpene
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metabolites (volatile monoterpenes and sesquiterpenes), carbohydrates, lipids, amino
acids, organic acids (cinnamic, phenolic) and others.

Finally, we obtained a prototype design, which was compared with commercial waxes
in their ability to preserve life and maintain the quality of Valencia oranges in simulated
conditions of merchantability, cold storage and export quarantine. The prototype
excelled in some quality parameters and showed a better performance in terms of direct
marketing for 2 weeks (25 ° C), and was even useful for cold storage for 4 weeks (7°C).
The proposed formulation proved to be useful in terms of direct marketing. No

formulation has effectiveness in cold storage conditions.
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1. INTRODUCCION

1.1 Produccion citricola

La produccion de citricos lidera el primer lugar en el mundo en relacion a otras frutas.
Durante el periodo 2006-2007 se registrd una produccion global de aproximadamente
120 millones de toneladas métricas (Tm) [1] y para la campafia 2010/2011 no obstante a
los problemas climéticos fue prevista en aproximadamente 53,8 millones de Tm [2].
Los citricos se cultivan comercialmente en mas de 50 paises. La contribucion de la
industria citricola a la economia mundial se estima en mas de 10 billones de dolares
anualmente [3].

Los dos principales paises productores de citricos (principalmente naranjas) a nivel
mundial son Brasil y Estados Unidos, participando respectivamente con el 44% y 21%
de la produccion global, lo que muestra que aunque la citricultura se extiende
geograficamente, la produccion y el comercio revelan cierto grado de concentracion en
pocos paises. Siguen en orden de importancia México, Espafia, China, India e Italia,
representando en conjunto el 35% del total mundial. El principal productor mundial de
mandarinas es China que alcanza méas de 7.5 millones de Tm aunqgue la mayor parte de
lo que produce lo dedica al consumo interno y participa con menos del 1% en el
comercio mundial. Espafia, el segundo productor mundial de mandarina con 1.7
millones de Tm es ademads, el principal proveedor del mercado internacional,
especialmente hacia los mercados de Europa y Estados Unidos, en la variedad
Clementina con el sello de Indicacion Geogréafica Protegida, IGP Citricos de Valencia.
Japon, el tercer productor mundial con 1.1 millones de Tm, concentra la produccion en
los meses de octubre a enero, especialmente de la variedad tipo Satsuma, originaria de
este pais. El primer productor latinoamericano de mandarina es Brasil (770.000 Tm)
que, al igual que China, consume internamente la mayor parte de su produccién. La
tendencia en la produccion indica que las naranjas constituyen cerca del 60% del total
de citricos producidos, seguida por las mandarinas con un 20%, limones y limas con un
11-12%, y pomelos con un 5-6%. De esta produccion, cerca a 68 millones de Tm se

destinan al consumo en fresco y unos 27 millones de Tm como productos procesados

[4].
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Colombia se encuentra al margen de la produccion de citricos en el mundo, aunque su
participacion muestra una dindmica interesante en el contexto nacional e internacional,
de hecho en el periodo 1992-2004 mostro un crecimiento promedio anual de 6.7% en el
volumen de produccién y de 6.6% en la superficie del cultivo, siendo superior al
crecimiento que registrd el total del sector fruticola, con incrementos en la produccion
de 3.8% y de 5.3% en hectareas de cultivo. De acuerdo con los datos del Ministerio de
Agricultura sobre citricos asociados y citricos en monocultivo (mandarina, naranja y
limones), en el 2004 se alcanzé una produccion total de 989.539 Tm en una superficie
de cultivo de 57.856 hectéreas [5]. La produccion nacional de mandarina ha tenido un
gran periodo de expansion entre 1992-2004 al pasar de 270 a 64.883 Tm con una tasa de
crecimiento promedio anual de 54.6% [5]. En cuanto al rendimiento, se sabe también
que a nivel regional, en el afio 2004, los rendimientos mas altos en el cultivo de naranja
los obtuvo el departamento de Antioquia con 29.6 toneladas por hectarea y en relacion a
la productividad del cultivo de mandarina, se encontré también que en el 2004 los
mayores rendimientos fueron obtenidos en el departamento de Antioguia con 30.8
Tm/Ha. Para ubicar estos datos en el contexto mundial, debe considerarse que, también
en el aflo 2004, Estados Unidos y Brasil mostraron un rendimiento promedio de 31.1 y
19.8 Tm/Ha, respectivamente.

El incremento de la poblacion mundial proyectada en 10 billones de personas para
mediados de siglo y la tendencia observada en los Ultimos afios de un aumento del
consumo de fruta citrica fresca y de zumos procesados, indican la importancia de
aumentar la produccién y conservar la calidad natural de la fruta para consumo en
fresco durante el periodo poscosecha, tanto para su comercializacion en mercado interno

como para su exportacion [6].

1.2 Produccién de zumos y generacion de residuos agroindustriales

Segun prondsticos de la secretaria de agricultura de los Estados Unidos, la produccion y
el comercio mundial de citricos para 2011 fue de 51,4 millones de Tm y 3,8 Tm [7],
para naranjas y mandarinas respectivamente. En lo referente al principal producto como

es el jugo de naranja, prevé que durante esa vigencia se obtengan mas de cuatro
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millones de toneladas métricas de jugo, lo que da una idea clara de la magnitud de
produccion de residuos para este sector, la tabla 1 muestra la produccion y el
comportamiento del comercio global del jugo de naranja durante los ultimos afios, los
valores son engrosados basicamente por los principales paises productores, como han
sido mencionados anteriormente.

Tabla 1. Mercado mundial de jugo de naranja: Produccion, suministro y distribucion en paises
representativos (1.000 toneladas métricas a 65 grados Brix).

Temporada Produccién Importaciones Produccion Exportaciones ~ Consumo Existencias

total domestico finales
2008/09 2,322 1,496 4,499 1,523 2,305 671
2009/10 1,947 1,371 3,989 1,394 2,124 472
2010/11 2,195 1,346 4,012 1,473 2,099 441

Tomado de: reporte USDA. 2011. Citrus: World Markets and Trade.

En referencia a las tecnologias que se utilizan para la extraccion industrial de zumos, se
destaca lo siguiente, los extractores industriales de citricos comenzaron a desarrollarse
en los afios 40 y 50, y desde entonces no han dejado de incorporar nuevas mejoras y
avances tecnoldgicos que han permitido aumentar los rendimientos y e imprimir
cambios en la calidad del zumo obtenido. En la actualidad las dos tecnologias mas
usadas en nuestro medio son FMC®, desarrollada por la empresa norteamericana Food
Machinery Company, y Zumex®, desarrollada por la empresa espafiola Maquinas y
Elementos S.A., utilizadas en nuestro pais para obtener zumos de naranja y mandarina a
gran volumen, dando como resultado residuos de marcada diferencia en la apariencia,
estas tecnologias producen una afectacion particular a los tejidos de frutos que ingresan
ellas, no se dispone de adecuada informacion al respecto del efecto mecénico sobre la
composicion quimica final de los residuos y los zumos producidos, por ello es de

nuestro interés caracterizarlos.

1.3 Tecnologias de exprimido: Zumex y FMC

El funcionamiento de una maquina Zumex ocurre de la siguiente manera: Este tipo de
maquinas extractoras se utilizan principalmente para la obtencion de zumo fresco a

mediana y gran escala. Su principio de funcionamiento es bastante simple y se basa en
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partir el fruto por la mitad y hacer pasar las mitades entre dos cilindros giratorios que
presionan el fruto y extraen el zumo, la figura 1 muestra el aspecto fisico de este tipo de

maquinas.

Figura 1. A. Esquema del sistema extractor Zumex; B. Apariencia de los cilindros rotatorios del sistema
de extraccion; C. aspecto de los residuos producidos.
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El sistema de extraccion se basa en unos tambores machos y hembras que con
sincronizacién extraen el zumo de la pulpa de la fruta, que previamente ha sido cortada
en dos mitades por medio de una cuchilla ubicada en el compartimento superior de la
maquina. Su gran peculiaridad reside en que en ningin momento las bolas de
exprimido estan en contacto con la corteza de la fruta, sino sélo con la pulpa. Este
sistema permite un rendimiento de hasta el 95% segun el fabricante, al final del proceso
los residuos presentan un aspecto similar al de los exprimidores que usan a nivel
domestico [8].

Por otra parte, FMC es el tipo de extractor mas utilizado a nivel industrial en la
elaboracion de concentrados. Su principio se basa en la separacion instantanea de los
elementos constituyentes del fruto (piel, membrana, semillas y otros productos no
deseables) que, de permanecer demasiado tiempo en contacto con el zumo, pueden tener
una influencia adversa para la calidad final del producto, segin el fabricante, la

extraccion rapida evitard que pasen al zumo sustancias procedentes de las semillas,
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membranas y corteza que pueden producir amargor y sabores desagradables. Como
resultado se obtiene un zumo con caracteristicas Unicas. El proceso se realiza muy
rapidamente, ya que estos extractores pueden llegar a realizar casi 100 ciclos por
minuto. La figura 2 muestra el esquema de este sistema de extraccion y el aspecto fisico
de los residuos que producen [8], [9].

Figura 2. A. Esquema de un sistema extractor FMC en funcionamiento; B. Aspecto fisico de los residuos
producidos.

1.4 Aprovechamiento de residuos agroindustriales

La proteccion del medio ambiente se ha convertido en un tema prioritario para los
sectores gubernamental e industrial, por ello se ha hecho importante lograr un uso
racional de los subproductos agroindustriales; este plan puede contribuir a minimizar los
gastos que supone la gestion de residuos y también incentivar nuevas fuentes de
materias primas para la obtencion de productos de alto valor agregado. En nuestro
medio los residuos agroindustriales no se han aprovechado eficientemente, en parte,

porgue en muchos casos su valor es aun desconocido; de tal manera que el auge de los
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estudios ha centrado su atencién en la necesidad de identificar y recuperar sustancias de
interés farmacéutico, cosmético o alimentario presentes en residuos de productos tales
COmMOo manzana, citricos, bagazos de yuca y cafia de azucar entre otros [10]. Es asi como
se han disefiado procesos para utilizar estos materiales en la generacion de productos
valorizados como etanol, enzimas, &cidos organicos, grasas, aminoacidos, pectina y

metabolitos secundarios biol6gicamente activos, entre otros [11].

El aprovechamiento industrial de los citricos se ha convertido en una actividad intensiva
en donde participan empresas de toda la cadena productiva (cultivadores, procesadoras,
centros de distribucion y exportadores), produciendo jugos, pulpas, concentrados y
frutas en fresco; pero a medida que la produccion crece se aumenta también la
generacion de desechos solidos y liquidos. Los residuos de la produccién de jugos de
citricos estdn compuestos principalmente de agua, azucares solubles, fibra, acidos
orgénicos, flavonoides, aceites esenciales (AE), proteinas y minerales, que se
encuentran en diferentes cantidades dependiendo del tejido u 6rgano de la fruta (albedo,
flavedo, pulpa, semilla y jugo), el estado de madurez y el sistema tecnologico empleado

para el procesamiento [12], [13].

En los ultimos afios, la agroindustria de citricos en Colombia ha mostrado un
crecimiento significativo, originado por la expansién del mercado de los derivados de
frutas como jugos, concentrados, néctares y pulpas entre otros. Los residuos generados
durante el procesado de citricos estan constituidos por flavelos, alvedos, segmentos de
membrana y semillas, que tienen potencialidad como material de partida para la
elaboracion de productos comerciales importantes; entre ellos se destacan los aceites
esenciales, aceites fijos, fibras, y pectinas. En particular, el epicarpio de los citricos es
una fuente importante de AE, los cuales estan constituidos por compuestos volatiles
(generalmente aislables por hidrodestilacion) que son responsables del aroma y sabor
caracteristicos de los vegetales. Los AE de los citricos (mandarina, limon, naranja y
lima) tienen una demanda alta, principalmente en la industria de alimentos,
farmacéutica y de cosméticos [14], y son utilizados en la preparacién de aromatizantes,
saborizantes, desinfectantes ambientales, como antimicrobianos [15] y como

precursores de procesos de sintesis quimica [16].
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La pectina es también un producto de amplia demanda mundial por la industria de
alimentos, comunmente se obtiene de residuos de manzana y de citricos, Las pectinas
son uno de los principales constituyentes de la pared celular de los vegetales y forman
parte importante de los componentes caracteristicos de los frutos citricos. Estas
macromoléculas son polisacaridos altamente hidrofilicos que pueden absorber agua cien
y hasta quinientas veces su propio peso. Es en la actualidad, el insumo més importante
utilizado para estabilizar, espesar, corregir la consistencia de gelesy mantener la

viscosidad en diferentes tipos de productos.

Dado el interés de esta investigacion, se perfilan las pectinas y los AE como productos
derivados de residuos con alto valor por sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas,
de acuerdo a la necesidad de obtener un material de tipo hidrocoloidal con capacidad
para incorporar y retener AE mediante la formacidn de peliculas delgadas con capacidad

antifungica.

1.5 Problematica de los citricos en poscosecha

En la gestion poscosecha es fundamental tener en cuenta, que éstas contindan activas
fisiolégicamente aun después de cosechadas. De esta forma cada fruta continta
respirando, madurando e iniciando procesos de senescencia, lo cual implica en adelante
una serie de cambios estructurales y bioguimicos que son especificos de cada especie.
Asimismo, el producto cosechado estd constantemente expuesto a la pérdida de agua
debido a la transpiracion y a otros fenémenos fisiologicos. Los frutos citricos, en
particular, presentan una serie de problemas tras su recoleccién derivados de la falta de
aporte hidrico y de nutrientes desde la planta, quedando asi a expensas de su propio
metabolismo. Dando lugar a una pérdida gradual de calidad de la fruta en sus
caracteristicas organolépticas de textura, sabor y aroma a medida que avanza su estado
de senescencia, determinando finalmente la muerte fisioldgica. Este tipo de
metabolismo limitado a sus propias reservas coloca ademas al fruto en una situacién de
debilidad frente a la deshidratacion y las agresiones fisicas externas tales como:
friccion, golpes o heridas y también frente a las infecciones, especialmente de tipo

fangico. Por tanto, son normalmente las alteraciones fisioldgicas y patolédgicas las que
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hacen inviable su comercializaciobn mucho antes de que cese su actividad metabolica
[17]. El conocimiento de la fisiologia del fruto durante la etapa poscosecha es

importante para comprender el proceso de deterioro de la calidad.

1.5.1. Respiracién

La respiracion es un indicador de la actividad metabdlica y juega un papel significativo
en la fisiologia poscosecha y en el deterioro de la calidad de los alimentos. Es un
proceso que implica la degradacion oxidativa de los productos mas complejos,
normalmente presentes en las células, como el almiddn, los azlcares y los &cidos
organicos, a moléculas mas simples como el dioxido de carbono y el agua, con la

consiguiente liberacion de energia [18], [19].

La respiracién, por tanto, involucra reacciones complejas que en condiciones normales
requiere de la presencia de Oz para la degradacion de los compuestos (respiracion
aerobica). Sin embargo, cuando los niveles de oxigeno son muy bajos, la respiracion se
desplaza hacia rutas anaerobias [20], generandose compuestos volatiles, como el

acetaldehido y etanol, que pueden dar origen a mal sabor y aroma [21], [22], [23].

Durante la respiracion, la pérdida de moléculas almacenadas que representan reservas
de de energia en el fruto significa el aceleramiento de la senescencia conforme las
reservas que proporcionan energia para mantener el estatus viviente del producto se
agotan [24]. Por ello, la velocidad de deterioro de las frutas generalmente es
proporcional a su velocidad de respiracion. Adicionalmente, basados en sus patrones de
respiracion y produccion de etileno (C,H4) durante la maduracién organoléptica, los
frutos se clasifican en climatéricos y no climatéricos [25]. Los frutos climatéricos
muestran un pico respiratorio durante la maduracion organoléptica con un incremento
en la produccion de CO2y de C2H4, mientras que los frutos no climatéricos no muestran
cambios en sus velocidades de produccion de CO2y de C2H4 y estas son generalmente

bajas.

Los citricos poseen una intensidad respiratoria baja. Pero al igual que en todos los

frutos, la manipulacion y la temperatura estimulan la intensidad respiratoria de los
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mismos [26]. Asi por ejemplo, la intensidad respiratoria de los citricos est4 entre 5-10
mg CO,/Kg h a 5 °C, aumentando a valores entre 10-20 mg CO,/Kg h a 10 °C y 40-80
mg CO,/Kg h a 20 °C. Ademas, su comportamiento basado en su patrén de respiracion
y produccion de C,Hy los clasifica como frutos no climatéricos, con una produccion de
C,H,4 baja (<0,10 puL/Kg h en naranjas a 20 °C) [27].

1.5.2 Transpiracion

La transpiracion es la principal causa de la pérdida de agua de las frutas y vegetales
ocasionando pérdidas de peso, deterioro en la apariencia (marchitamiento y formacién
arrugas), disminucion de firmeza (ablandamiento, pérdida de turgencia), cambios en la
calidad nutricional, ademas de una mayor susceptibilidad a determinadas alteraciones
tanto fisioldgicas y patoldgicas [28]. La transpiracion es un proceso por el cual los
tejidos vegetales pierden agua en forma de vapor desde las células del interior hacia la
atmosfera que los rodea. Las diferentes estructuras epidérmicas regulan el flujo de vapor
de agua hacia el exterior de los frutos. El vapor de agua sale hacia el exterior desde los
espacios intercelulares existentes entre las células del parénquima poroso, pasa a traves
de estomas y lenticelas, atraviesa la epidermis y la cuticula. Las aperturas epidérmicas
representan la principal via de pérdida de agua, mientras que la transpiracion a través de
la cuticula representa alrededor del 5-10 % de la pérdida total [29]. Otros autores
propusieron que la difusion de vapor de agua en citricos se realiza tanto a través de las
aperturas epidérmicas como a través de una fase acuosa liquida en la cuticula,
contrariamente a los gases CO2, O2 y C,H, cuya difusion se realiza esencialmente a

través de estomas [30].

La intensidad de la pérdida de agua depende de factores intrinsecos del fruto y de
factores ambientales. Entre las variables intrinsecas al fruto, las mas relevantes son la
relacién superficie/volumen, la estructura de la epidermis y el grosor y composicién de
la cera epicuticular. Las pérdidas de agua son directamente proporcionales a la relacién
superficie/volumen, por lo que los frutos de mayor volumen y mas esféricos son los que

presentan menor pérdida de agua.
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Los factores ambientales que mas influyen en la deshidratacion son la temperatura, la
humedad relativa (HR) y la velocidad de circulacion del aire que rodea al fruto. En el
almacenamiento a bajas temperaturas y altas HR se reduce el gradiente de presion del
vapor de agua entre el fruto y la atmdsfera de almacenamiento, con lo que disminuye la
velocidad de pérdida de agua por transpiracion [31]. Ademas, en el almacenamiento y
transporte, es importante una adecuada ventilacion y velocidad del aire, puesto que
incide sobre la capa de aire humedo que rodea al fruto [32], [33]. Por tanto, las frutas y
vegetales suelen ser almacenados en un ambiente himedo (90-98% HR), especialmente
a bajas temperaturas y con una velocidad del aire adecuada para minimizar la pérdida de
agua [34]. En los citricos, la transpiracion es la principal causa de deterioro durante la
poscosecha [35]. Distintos estudios indican que se pueden disminuir perdidas de peso
superiores a un 5% durante la comercializacion, un 7% en la conservacion frigorifica y

un 16% en el almacenamiento en refrigeracion durante periodos de tres meses [36].

1.5.3 Alteraciones fisioldgicas

Las alteraciones fisioldgicas pueden tener su origen en deficiencias nutricionales o
condiciones climaticas adversas ocurridas durante el periodo pre-cosecha y/o en una
incorrecta manipulacion en poscosecha, como es el caso del almacenamiento a
temperaturas y HR no adecuadas, conservacion en atmdsferas no adecuadas, etc [37].
Este tipo de alteraciones produce cambios indeseables en la piel de los citricos y por lo
tanto una pérdida del valor comercial [38]. Dentro de los desérdenes mas comunes en
las frutas citricas se encuentran la necrosis peripeduncular o SERB (Steam end rind
breakdown) y los dafios por frio. EI SERB es producido por una desecacion de los
tejidos situados alrededor del pedinculo. En su fase inicial queda un anillo de 2 a5 mm
sin dafar, y al ir avanzando, el area afectada se hunde y cambia de color hacia tonos
marrones. La alteracion puede estar provocada por un desequilibrio nutricional, que
involucra al nitrégeno y fésforo, y se desarrolla en el almacenamiento cuando hay

condiciones propicias para la deshidratacion [39].

Los citricos, al igual que otros frutos tropicales y subtropicales, son sensibles a los

dafios por frio (chilling injury) cuando se almacenan a bajas temperaturas, aunque
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superiores al punto de congelacién. Los dafios por utilizaciéon de bajas temperaturas en
el almacenamiento de citricos se manifiestan externamente con picados,
ennegrecimiento de glandulas oleiferas, bronceado y peteca. Asimismo la conservacion
en frio puede producir dafios internos como descomposicién acuosa y membranosis
[39]. El picado (pitting) aparece como depresiones mas o menos redondeadas en la piel
con ligera decoloracion, las cudles se oscurecen a medida que avanza el
almacenamiento hacia tonalidades marrones. Los citricos mas susceptibles a esta
alteracion son pomelos y limones, mientras que las naranjas son las que presentan
menor susceptibilidad. Entre las mandarinas, los cultivares ‘Nova’ y ‘Fortune’ son los
mas susceptibles. La peteca también forma depresiones en la corteza, pero tienen formas

mas circulares que las del picado y es mas frecuente en limones [39], [40].

1.5.4 Alteraciones patologicas

Una de las mas frecuentes causas de pérdidas econdmicas durante la poscosecha, son las
alteraciones patoldgicas que limitan la vida util de las frutas y otros vegetales frescos. El
porcentaje de frutos citricos afectados por podredumbres durante una campafia normal
oscila entre el 3 y el 15 % del total manipulado, pudiendo alcanzar valores mayores (8-

20%) en zonas con climatologia anormal o falencias sanitarias [41].

En los citricos, las alteraciones son provocadas muy frecuentemente por hongos,
principalmente, por los patdgenos de heridas, como son Penicillium digitatum, causante
de la podredumbre verde, y Penicillium italicum, causante de la podredumbre azul.
Otros hongos que alteran los citricos son Alternaria citri, A. alternata, Botrytis cinerea,
Colletotrichum gloesporioides, Geotrichum candidum, Rhizopus stolonifer, Rhizopus

oryzae, Phytophthore citrophthora [42].

El ataque por patdgenos generalmente sigue al dafio fisico o al deterioro fisioldgico. En
raras ocasiones, los patdgenos pueden infectar tejidos aparentemente sanos y ser la
causa primaria del deterioro. Concretamente, para que la podredumbre se produzca en
los frutos, deben de darse las siguientes condiciones: a) nivel de inoculo suficiente en el

ambiente; b) contacto entre el inoculo y la superficie de los frutos; c) entrada de la
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espora en el fruto a través de una herida (incluso no perceptible a simple vista); d)
condiciones favorables para que la espora se desarrolle dentro de la herida; e)
susceptibilidad del fruto a la alteracion. Por lo tanto, la incidencia de las podredumbres
depende de las caracteristicas intrinsecas del fruto, de las condiciones ambientales, del
manejo durante la recoleccion y posterior manipulacion poscosecha [19]. La
refrigeracion se utiliza como método que ayuda a reducir la incidencia de las
alteraciones patoldgicas en la fruta, ya que las bajas temperaturas reducen la
germinacion de las esporas y el crecimiento de patdgenos y, ademas, al retrasar la
senescencia del fruto, este mantiene un mayor contenido de los compuestos antifungicos
(e.g. fitoalexinas y otros volatiles) que mejoran la resistencia fisiolégica al ataque
fangico del fruto [43]. En el caso de los citricos la principal estrategia de control de
hongos es la aplicacion de fungicidas de sintesis, como ortofenilfenato sodico,
tiabendazol, imazalil o guazantina [44]. Sin embargo, el uso continuado de los
fungicidas de sintesis presenta varias limitaciones importantes, como la aparicion de
cepas resistentes, las restricciones regulatorias sobre la aceptacion de residuos en paises
importadores de citricos y el posible efecto perjudicial de estos compuestos sobre la

salud y el medio ambiente [45], [46].

En la actualidad se estan estudiando nuevas estrategias para el control de enfermedades
poscosecha, que incluyen tratamientos fisicos, quimicos y biologicos. Asi por ejemplo,
se ha estudiado la aplicacién de aire caliente y bafios en agua caliente [47], [48], la
aplicacion de luz ultravioleta (254 nm) [49], el uso de agentes quimicos naturales de
baja toxicidad, como las sales inorganicas, parabenos y el desarrollo de agentes de
control biolégico [50].

1.6 Tecnologias poscosecha en la industria citricola

Se define la calidad como ‘una combinacion de caracteristicas, atributos o propiedades
que dan al producto el valor de alimento para el consumo humano’ [24]. Este conjunto
de factores esta relacionado tanto con la aceptacion organoléptica y nutricional, como

con su aspecto externo.
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La evolucion poscosecha de los citricos tras la aplicacion de distintos tratamientos
puede alterar significativamente la calidad de los mismos [51]. En general, la calidad
final de los frutos se puede mantener mediante el empleo de distintas tecnologias
poscosecha, pero en todo caso siempre vendra condicionada por la calidad inicial del
fruto, siendo el grado de madurez en el momento de la recoleccidn, uno de los factores
que influye de manera decisiva en la calidad y conservacion de la fruta [52]. Los
tratamientos poscosecha mas utilizados en la industria de citricos son la
frigoconservacion, la aplicacion de ceras comerciales, la desverdizacion y aplicacion de
tratamientos cuarentenarios por frio cuando estos son exigidos por los paises
importadores. Otras tecnologias mas novedosas incluyen el uso de atmdsferas
insecticidas con alto contenido en COz2, la aplicacion de radiaciones ionizantes, el

desarrollo de recubrimientos naturales.

1.6.1 Conservacion por refrigeracion (Frigoconservacion)

Teniendo en cuenta que la temperatura es el factor mas importante en la vida
poscosecha de los productos hortofruticolas, el almacenamiento en frio es la tecnologia
poscosecha méas extendida en los frutos citricos. EI objetivo es prolongar el periodo de
comercializacion del fruto y mantener su calidad durante el transporte a mercados
distantes de las zonas productoras. Adicionalmente, la refrigeracion también se aplica
como tratamiento cuarentenario para el control de insectos, principalmente la mosca de

la fruta del mediterraneo (Ceratitis capitata).

Sin embargo, los citricos son frutos subtropicales y por tanto sensibles al frio, por lo que
es necesario optimizar la temperatura de almacenamiento para evitar la aparicion de
dafos por frio. Cada variedad y cultivar tiene unas condiciones diferentes para el
almacenamiento dependiendo de su tolerancia a las bajas temperaturas, a la alta
humedad, a la baja concentracién de oxigeno, a la alta concentracion de dioxido de
carbono, etileno y a los dafios mecénicos [53]. La tabla 2 muestra las temperaturas de
almacenamiento recomendadas en el almacenamiento de algunos citricos. Las naranjas
son menos sensibles al frio que el resto de los citricos. Entre las mandarinas, Fortune y

Nova son las que presentan mayor susceptibilidad, los pomelos y limones presentan la
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maxima sensibilidad al frio [54], [40]. En general, se recomiendan temperaturas entre 2
y 10 °C, una humedad relativa cercana al 90% Yy concentraciones de etileno menores de
1 ppm y de didxido de carbono inferiores al 0,25% durante el almacenamiento [55],
[40]. Se recomiendan temperaturas ptimas de 3-8 °C para conservar naranjas durante 3
meses, dependiendo del cultivar, estado de madurez a la cosecha y &rea de produccion
[56].

Tabla 2. Temperatura y tiempo de vida til de citricos en almacenamiento refrigerado.

Especie/cultivar Temperatura Vida Gtil en
(°C) Almacenamiento (meses)

Pomelo 12-13 2-3
Limas 9-10 1.5-2.5
Limones

Fino 11-12 3-4
Verna 13-14 4-5

Naranjas
Navelina 2-3 2.5-3.5
Washington Navel 2-3 2.0-2.5
Navelate 3-4 2-3
Lanelate 2-3 2.5-3.5
Blanca comin 2-3 2.5-35
Salustiana 2-3 3-4
Valencia Late 2-3 3-4
Mandarinas

Satsuma 2-3 1.0-15
Clementina 4-5 1.5-25
Hibridos

Mandarina Fortune 9-10 1.0-15
Mandarina Nova 9-10 0.5-1.0
Tangelo Minneola 9-10 0.5-1.5
Tangor Ellendale 5-6 2.0-2.5
Tangor Ortanique 5-6 2.5-3.0

Tomado de: Martinez-Javega et al., 1999

A nivel nutricional, se ha visto que el contenido de acido ascorbico de las frutas y
verduras disminuye con la aplicacion de altas temperaturas y el almacenamiento
prolongado [57]. Sin embargo, el almacenamiento a bajas temperaturas también puede
acelerar la pérdida de vitamina C en frutas sensibles al frio, incluso antes de que los

dafos por frio sean evidentes [58].
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1.6.2 Tratamientos quimicos

En poscosecha se utilizan reguladores del crecimiento para prolongar la vida atil de
citricos (e.g. acido giberélico) [59], entre ellos se encuentran, las poliaminas que tienen
actividad antioxidante [60], [61] y los metiljasmonatos que se utilizan para prevenir los
dafios por frio [62]. Con el objetivo de controlar podredumbres durante poscosecha se
utilizan fungicidas de sintesis, individuales o en mezclas. Con el mismo objetivo, a
nivel experimental se estan aplicando agentes quimicos naturales de baja toxicidad,

como las sales inorganicas, parabenos, etc, y agentes de control bioldgico [49], [50].

1.6.3 Pretratamientos térmicos

En combinacion con la refrigeracion se han aplicado con éxito pretratamientos térmicos
con el fin de proteger a las frutas de dafios por frio y/o reducir alteraciones patologicas,
como el acondicionado [63], el curado, calentamientos intermitentes y los bafios en agua
caliente [64]. El curado es un tratamiento previo a la refrigeracion y consiste en
someter al fruto a altas temperaturas (35 °C, 72 horas) durante un periodo de tiempo
para inducir la produccién de proteinas de resistencia a las bajas temperaturas (Heat
shock proteins, HSP) [65], [66]. Los calentamientos intermitentes se basan en el
caracter reversible de algunos dafios por frio en la fase de latencia de la alteracion.
Consiste en someter al fruto a calentamientos intermitentes en el curso de la
conservacion frigorifica convencional. La eficacia de los calentamientos intermitentes
se atribuye a una serie de respuestas fisioldgicas del fruto durante los mismos que
incluyen: la restauracion de las membranas celulares dafiadas por el frio, la eliminacién
de metabolitos toxicos acumulados a bajas temperaturas, y la sintesis de metabolitos
indispensables para el correcto funcionamiento celular [67]. Se ha demostrado que los
calentamientos intermitentes restablecen la respiracion normal de citricos, en
melocotones y tomates dafiados por frio, y la emision de etileno y el equilibrio de la
actividad pectinesterasa y poligalacturonasa en melocotones que también presentaban
dafios por frio [68]. En cultivares de citricos sensibles al frio se ha observado una

reducciéon de los dafios mediante distintos tratamientos con calor [69], [70]. Otros
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autores reportaron la reduccion de los dafios por frio de naranjas ‘Valencia’

almacenadas 15 semanas a 1 °C mediante bafios con agua caliente [71].

1.6.4 Almacenamiento en atmosferas modificadas (AM) y controladas (AC)

Las AM y AC son técnicas en las que se altera la composicion del aire que rodea al
fruto con el fin de retrasar su deterioro [19]. La diferencia entre ambos métodos, esta en
el grado de control de las concentraciones gaseosas. En general, la atmdsfera se
modifica con un incremento en la concentracion de CO2 y una disminucion de O2. Sin
embargo, también se han realizados estudios con altas concentraciones de O2 (sUper
atmosferas) y con altas concentraciones de CO2 (choques gaseosos). En el caso de que
se fijen y controlen los valores de composicion de los gases durante el almacenamiento
se habla de AC, mientras que cuando la atmosfera de almacenamiento evoluciona con el
tiempo se habla de AM. En este ultimo caso la atmosfera se ve afectada por la actividad
metabolica del fruto y, en el caso de frutos envasados o recubiertos, por la

permeabilidad de los envases o coberturas que envuelven al fruto.

Algunas ventajas de las AC y AM son la reduccion de la tasa respiratoria, la
disminucion de los efectos del etileno en la senescencia, la retencion de firmeza y la
reduccion del desarrollo de hongos [72]. Sin embargo, las frutas presentan diferentes
tolerancias al O2y CO2segun la especie y cultivar, de acuerdo con su tasa respiratoria y
permeabilidad de la piel [73]. En citricos, bajas concentraciones de O2 y/o altas
concentraciones de CO2 pueden dar lugar a la acumulacion de etanol y acetaldehido y el
desarrollo de malos sabores [74]. La tolerancia minima, sin embargo, pueden verse
modificados en funcién de la combinacion de gases (e.g. los niveles de tolerancia al
CO2 disminuyen si se reduce el Oz y a la inversa), del tiempo de exposicion y la
temperatura de almacenamiento [75]. Aunque la conservacion en AC o AM en los
citricos no proporciona en general beneficios importantes por la baja tolerancia que
presentan al COz (inferior al 3% en naranjas y mandarinas y al 5% en pomelos y
limones) [76], la aplicacion de atmosferas insecticidas (Al) han resultado efectivas
como tratamiento cuarentenario contra la mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata) y

otras plagas [77], [78], [79], [80]. Las Al son un caso particular de las AC en las que se

16



Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

aplican altos niveles de COz2 (superiores al 50%) y muy bajos de Oz (inferiores al 1%)
[81]. La efectividad de las mismas depende de la temperatura, la humedad relativa, la

duracion de la exposicion y de la fase de vida del insecto.

1.6.5 Irradiacion

La irradiacion de alimentos es un método fisico de conservacion que consiste en
exponer el producto a la accion de las radiaciones ionizantes (radiacion capaz de
transformar moléculas y atomos en iones, quitando electrones) durante un tiempo
determinado, proporcional a la cantidad de energia que deseamos que el alimento
absorba. Actualmente se utilizan cuatro fuentes de energia ionizante: rayos gamma

provenientes de Cobalto o Cesio radioactivo, rayos X y electrones acelerados.

La aplicacion de irradiaciones en poscosecha tiene por objeto la desinfeccion de plagas
mediante la destruccion de larvas y huevos [82], la inactivacion de organismos
patdgenos [83] (Gladon et al., 1997) y la reduccion del metabolismo del fruto,
disminuyendo la actividad respiratoria, la sintesis de etileno y la pérdida de agua Lu et
al., 1991) [84].

Algunos trabajos muestran la aptitud de esta técnica para mejorar y alargar la
conservacion de ciertas frutas y hortalizas [85]. Otros muestran un efecto negativo de
las radiaciones ionizantes en algunos cultivares de fresas y ardndanos que se manifiesta
con una reduccién de firmeza [86], [83]. Los efectos de la radiacion en las frutas
dependen de la especie y cultivar. Por otra parte, los tratamientos de irradiacion han
demostrado que el aumento o disminucion del contenido antioxidante de los vegetales
frescos depende de la dosis administrada, tiempo de exposicién, y la especie vegetal. El
aumento de la capacidad antioxidante en productos vegetales después de la irradiacion
se atribuye principalmente al aumento de la actividad enzimética (e.g. fenilalanina
amonio liasa y peroxidasa) [87], [88], [89]. En citricos, la irradiacion se ha estudiado
con el fin de eliminar insectos como Ceratitis capitata (mosca del mediterraneo). La
tolerancia de los citricos a la irradiacion depende del cultivar. Se encontrd que

determinadas dosis (450 Gy) de irradiacion para tratamientos de cuarentena de larvas de
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la mosca de la fruta pueden dafar a algunos citricos, la aplicacién de irradiacion gamma
en mandarinas Clemenules y en naranjas ‘Navel’ (600-850 Gy) ha dado buenos
resultados [90].

La irradiacién aumenta significativamente el contenido de flavonoides de mandarina
Clementina [91], [92]. Otro reporte menciona que dosis bajas (300 Gy) de irradiacion en
pomelos aumentd los niveles de naringina y narirutina [93]. Se encontré que la
concentracion total de flavonoides se incremento cuando los pomelos de principios de
temporada fueron expuesta a bajas dosis de irradiacion (70 y 200 Gy) seguido de 4
semanas de almacenamiento a 10 °C mas 1 semana a 20 °C, mientras que los niveles de
naringina (el flavonoide méas abundantes en pomelo) y de narirutina disminuyeron a

medida que se incremento la dosis de irradiacion por encima de 200 Gy [94].

1.6.6 Aplicacion de recubrimientos: recubrimientos tipo Cera (RTC) y

recubrimientos Comestibles (RC)

La aplicacién de recubrimientos o encerado es una practica habitual en la industria
citricola para reponer las ceras eliminadas durante las etapas de lavado y manipulacién
de los frutos. Su aplicacion permite alargar la vida atil durante el almacenamiento al
reducir la pérdida de humedad y ralentizar la maduracion de los frutos, ya que actlan
como barrera al intercambio gaseoso. Ademas, otro objetivo de la aplicacion de los
mismos es aportar brillo al fruto, confiriéndole un aspecto mas apetecible en el punto de

venta.

En el caso de los citricos, la aplicacion de recubrimientos también reduce la
susceptibilidad de los mismos a dafios por frio o “pitting’ y la incidencia de SERB. La
efectividad del encerado de frutos citricos reduciendo la incidencia de SERB se ha visto
directamente relacionada con un menor grado de deshidratacion del fruto [63]. De igual
manera, la menor susceptibilidad al picado se cree relacionado con la capacidad de
reduccion de pérdida de agua de los tejidos, ya que inhibe el colapso de las células de la
epidermis [95]. Teniendo en cuenta que la aplicacion de recubrimientos afecta al

intercambio gaseoso entre el fruto y la atmosfera que lo rodea, si la barrera al
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intercambio gaseoso es muy alta se puede inducir una respiracion anaeroébica, con el
consecuente incremento de volatiles, como etanol y acetaldehido, responsables de la
aparicion de malos sabores. Asi por ejemplo, se demostrd que la cantidad de cera no

debe de exceder de 0,2-0,3 mg/cm2 para evitar la respiracion anaerdbica [96].

1.6.6.1 Recubrimientos tipo cera

Las primeras referencias del uso del encerado, en naranjas y limones, se remontan a los
siglos XII —XIII en China [97]. Las primeras patentes de formulaciones de ceras
mencionan la inclusion de parafina como material céreo y, junto a ella, diversas mezclas
de otros componentes como: carnauba, candelilla y otras ceras, goma laca, aceites

vegetales 0 minerales u otras grasas y emulsificantes y surfactantes [98].

Dado que los primeros recubrimientos de citricos estaban compuestos por ceras (ésteres
de &cidos carboxilicos y alcoholes grasos de cadena lineal), este término genérico se ha
venido utilizando durante afios para designar a los recubrimientos que se aplican a la
fruta, a pesar de que en muchas de las formulaciones existentes en el mercado en la
actualidad contienen poca proporcién o nada de ceras [99]. Actualmente el tipo de
recubrimientos comerciales empleados en la industria citricola son ‘ceras al agua’ que
consisten en disoluciones/dispersiones de una o mas resinas y/o ceras emulsionadas
[99]. Estas ceras han ido desplazando a las ‘ceras solventes’ que utilizan solventes
organicos, por el peligro y la contaminacion medioambiental que conllevan. Las
formulaciones de ‘ceras al agua’ requieren generalmente medios alcalinos para
emulsionar la cera y la disolucién de la resina (generalmente goma laca), por lo que esta
extendido el uso de alcalis como el hidréxido potésico, el amoniaco o morfolina en su
formulacién. Las ceras mayoritariamente empleadas son ceras sintéticas del tipo
polietileno oxidado, empledndose en mucha menor medida las ceras vegetales del tipo
carnauba y practicamente testimonial es el uso de ceras de origen animal, como la cera
de abeja. Para formar la microemulsion también se afiade emulsificantes como el acido
estearico, palmitico, oleico o acetilglicéridos (ésteres de acidos grasos con glicerol)
[100], [101]. Asimismo, las ceras comerciales en muchos casos incorporan fungicidas

sintéticos, como imazalil, tiabendazol u ortofenil fenato sédico, para controlar la
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podredumbre verde y azul, que son las principales enfermedades poscosecha de los

citricos.

Los componentes permitidos varian de unos paises a otros, debido a diferencias en la
legislacion y a las exigencias de cada mercado [102], asi por ejemplo la legislacion en
Estados Unidos autoriza el uso de morfolina (CFR 172.235) y la colofonia modificada
con anhidrido maléico y esterificada con pentaeritritol (CFR 172.210), mientras que la
legislacion Europea (Directiva europea 95/2/CE y posterior modificacion 98/72/CE) no
permite su uso y la morfolina es reemplazada por amoniaco [102]. En funcion de la
finalidad de su uso, se pueden definir dos tipos de encerado: los de conservacion y los
de comercializacién, que se diferencian por el contenido en solidos en la aplicacion. El
encerado de conservacion se utiliza antes del almacenamiento en las camaras
frigorificas y su objetivo es mantener el peso, la firmeza y las propiedades
organolépticas, no siendo necesario, en general, que mejore la apariencia del fruto. El
encerado de comercializacion se aplica a la fruta antes de su envio al mercado de
consumo, con la finalidad de mejorar el aspecto externo y mantener el peso. Por tanto,
el contenido de sélidos en el caso del encerado de conservacion no supera al 10-12%,
mientras que en el caso de comercializacion el contenido de sdlidos no supera el 18%
[103].

1.6.6.2 Recubrimientos comestibles

El creciente interés de los consumidores hacia productos sanos y naturales ha orientado
las investigaciones en el campo de los recubrimientos hacia el desarrollo de nuevos
recubrimientos formulados a partir de compuestos naturales, seguros desde el punto de
vista alimentario, apareciendo lo que se denominan recubrimientos comestibles. La
expansion de los recubrimientos comestibles en citricos va precedida de un aumento de
su aplicacién en otros frutos que se consumen con piel. Sin embargo, el futuro
desarrollo de recubrimientos comestibles que eviten el uso de ceras sintéticas como el
polietileno, o el uso de amoniaco, resulta un aspecto muy importante frente a las nuevas
tendencias del mercado. Los principales componentes utilizados en la preparacion de

estos recubrimientos naturales son proteinas, polisacaridos y lipidos. Ademas de estos
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componentes bésicos, se afiaden otros aditivos alimentarios, como plastificante,
emulsificante, surfactante, conservante, antioxidante, otros, que ayudan a mejorar la

integridad mecanica, la calidad, aroma y valor nutricional de los alimentos.

Los Polisacaridos, son los hidrocoloides mas utilizados como recubrimientos de
frutas y hortalizas y forman parte de la mayoria de las formulaciones que actualmente
existen en el mercado [104], [105]. Los polisacéaridos presentan buenas propiedades
barrera a los gases y pueden adherirse a las superficies de frutas y hortalizas troceados,
pero su caracter hidrofilo hace que presenten una baja barrera a la humedad. Los
polisacéridos utilizados habitualmente en los recubrimientos comestibles son derivados
de celulosa, alginatos, carragenatos, pectinas, almidén, pullulan, quitosanos y gomas
[106]. Entre los polisacaridos de uso méas extendido en la formulacién de recubrimientos
comestibles se encuentran los derivados de la celulosa (poli-p-(1—4)-D-glucopiranosa).
Debido a la disposicion de los grupos hidroximetil en la cadena polimérica, la celulosa
presenta una estructura cristalina compacta que impide su solubilidad en sistemas
acuosos. Sin embargo, su solubilidad puede ser aumentada mediante la inclusion de
grupos funcionales en la cadena a través de reacciones de esterificacion, interfiriendo la
formacion de la estructura cristalina. Cuando se trata la celulosa con alcali, seguido de
acido cloroacético, cloruro de metilo u Oxido de propileno se obtiene
carboximetilcelulosa (CMC), metilcelulosa (MC) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
respectivamente [104]. El aumento de la solubilidad de estos compuestos ha impulsado

el desarrollo de recubrimientos comestibles a base de los mismos [107].

El quitosan (polimero de B-1,4-glucosamina), es un componente de la pared
celular de los crustaceos, capaz de formar peliculas semipermeables y que se encuentra
entre los polisacaridos utilizados como recubrimientos comestibles. Su aplicacion como
recubrimiento ha proporcionado buenos resultados en cuanto a reduccion de pérdida de
peso y mejora de la calidad en diferentes frutas y hortalizas. En concreto, su aplicacion
en citricos ha mostrado resultados positivos sobre parametros como perdida de peso,
firmeza y control de podredumbres [108], [109]. Asimismo, existen estudios que han
puesto de manifiesto el efecto antifungico del quitosan y derivados en otros frutos,

como fresa, mango, melocotdon [110], [111]. La efectividad de los recubrimientos de
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quitosan se ha visto que depende, entre otros factores, del peso molecular y del grado de
desacetilacion [111].

Las Proteinas, al igual que los polisacaridos, presentan buenas propiedades
barrera a los gases, a baja HR, y su caracter polimérico hace que presenten buenas
propiedades mecanicas, sin embargo, su caracter hidréfilo hace que presenten una baja
barrera a la humedad. Las proteinas utilizadas en la formulacion de recubrimientos
comestibles pueden ser de origen animal (caseinas y proteinas del suero lacteo) o de
origen vegetal (zeina de maiz, gluten de trigo, y proteinas de soja, principalmente) y
dependiendo de este origen muestran una amplia variedad de caracteristicas
moleculares. Asi, las proteinas varian en su peso molecular, conformacién, carga
(dependiendo del pH), flexibilidad y estabilidad térmica y las diferencias en estas
caracteristicas moleculares determinaran su habilidad para formar recubrimientos asi

como las caracteristicas de los recubrimientos formados.

Los lipidos, por su naturaleza hidrofobica, ejercen una buena barrera a la
humedad; sin embargo, su caracter no polimérico hace que presenten peores
propiedades mecéanicas que los hidrocoloides formando recubrimientos mas quebradizos
[112]. Los lipidos utilizados en las formulaciones de recubrimientos incluyen ceras
naturales (cera de abeja, cera de candelilla y cera de carnauba), acilgliceroles y acidos
grasos. En ocasiones, en las formulaciones para frutos que se consumen sin piel, como
los citricos, se afiade goma laca, que es una resina natural que tiene como principal

objetivo aportar brillo.

Teniendo en cuenta las propiedades de los distintos grupos, la tendencia en el desarrollo
de recubrimientos comestibles para frutas y verduras es combinar hidrocoloides y
lipidos y asi aprovechar las ventajas que ambos ofrecen, formando lo que se conoce
como ‘recubrimientos comestibles compuestos’. De esta manera, los lipidos aportan
resistencia al vapor de agua y los hidrocoloides, la permeabilidad selectiva al O2y COz2,
y una buena cohesion estructural o integridad. En el caso de peliculas comestibles
compuestas de hidrocoloide-lipido, el lipido puede encontrase laminando el
hidrocoloide en forma de doble capa o ‘bicapa’, o disperso en la matriz de hidrocoloide
en forma de ‘emulsion’. La formacion de peliculas compuestas ‘bicapa’ y

‘emulsionadas’ presentan importantes ventajas y limitaciones que dependen de la
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naturaleza de los compuestos que forman las peliculas y de la morfologia de la misma.
En general, las peliculas ‘bicapa’ son mas efectivas reduciendo la transferencia al vapor
de agua que las peliculas ‘emulsionadas’. Sin embargo, la obtencidon de estas peliculas
mediante laminacién requiere de dos etapas de laminado y secado, asi como el uso de
solventes orgénicos y/o altas temperaturas, que hace su obtencion méas costosa y menos
segura que en el caso de las peliculas ‘emulsionadas’. Las peliculas comestibles
‘emulsionadas’ requieren un solo paso en su formacion, lo que las hace mas adecuadas
desde el punto de vista de su desarrollo a nivel industrial. Sin embargo, las propiedades
barrera y mecénicas de las peliculas compuestas de hidrocoloide-lipido se ven afectadas
por numerosas variables de composicién (tipo de lipido e hidrocoloide, contenido de
lipido, otras), técnica de preparacion (condiciones de secado, homogeneizacion, otros) y
estructura [113]. Cuando el recubrimiento se encuentra aplicado a frutas y hortalizas,
aparte de la composicion del recubrimiento, existen otros factores a tener en cuenta que
afectan la efectividad de los recubrimientos, como son el tipo de fruta y cultivar, el
grosor del recubrimiento (que se ve modificado por cambios en el contenido en sélidos
y viscosidad de las formulaciones), la adhesion del recubrimiento a la superficie del
fruto (que depende de la naturaleza de la superficie y de las caracteristicas del
recubrimiento) y de las condiciones de almacenamiento (temperatura y HR). El efecto
de los recubrimientos comestibles en la calidad nutricional de citricos ha sido poco
estudiado. Un reporte indica la pérdida de acido ascérbico después del almacenamiento
se detuvo cuando las mandarinas se recubrieron con CMC [114]. Este resultado se
explico por la barrera a los gases que ejercen los recubrimientos, creando una AM, lo
que disminuyo el potencial de auto-oxidacién del acido ascérbico.

1.7 Consideraciones y aproximacion analitica para el estudio del

metabolismo vegetal

La evaluacion de la calidad poscosecha de los citricos se ha enfocado
fisicoquimicamente hacia pardmetros como la pérdida de peso, firmeza, color, indice de
madurez, pH y acidez. La evaluacion sensorial de las frutas ha cobrado importancia con

el objetivo de establecer los estandares de calidad y de alteracion de las caracteristicas
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organolépticas del fruto durante la manipulacién poscosecha. En la actualidad, la
calidad nutricional ha pasado a tener gran interés, siendo un componente de la calidad
global muy valorado por el consumidor. Numerosos ensayos clinicos y estudios
epidemioldgicos han evidenciado que el consumo de frutas y verduras es beneficioso
para la salud y contribuye a la prevencién de los procesos degenerativos, previniendo
accidentes cerebrovasculares y cardiovasculares y bajando la tasa de incidencia y

mortalidad de cancer.

En particular, los citricos constituyen una importante fuente nutricional de vitaminas,
caracterizandose por su alto contenido en vitamina C. La vitamina C es un gran
contributor de la capacidad antioxidante de los citricos. Ademas, los citricos son una
fuente de compuestos polifendlicos con propiedades antioxidantes, como por ejemplo
los flavonoides [115]. La variedad y abundancia de compuestos antioxidantes en los
citricos posibilita la aparicion de sinergias entre estos compuestos contribuyendo a la
capacidad antioxidante total de estas frutas. Por tanto, la aplicacion de las distintas
tecnologias poscosecha debe mantener la calidad fisicoquimica, sensorial y nutricional
de los frutos hasta que estos llegan al consumidor. Como se menciond antes, bajo las
condiciones de conservacion de algunas tecnologias poscosecha, es inevitable que la
fruta sufra alteraciones en su metabolismo dadas las propiedades y la intensidad de los
estimulos aplicados, durante el uso de materiales de recubrimiento en citricos se han
identificado una serie de afectaciones que caracterizan el nivel de impacto de estos
materiales en el estatus metabolico y en la calidad final de los productos, el abordaje de
este impacto aplica el uso combinado de diferentes tecnologias y el analisis de algunos
grupos especificos de sustancias trazadores de cambios en el metabolismo vegetal. Estas
sustancias estan integradas en el metabolismo primario y secundario de los frutos,
marcan cambios importantes dados los procesos de desarrollo, crecimiento, maduracion
y en la senescencia de los frutos una vez han sido cosechados, a continuacion se
mencionan grupos de sustancias que constituyen pardmetros para el estudio de la

actividad metabolica.
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1.7.1 Cociente respiratorio

Para determinar la naturaleza del sustrato metabolico utilizado en la respiracion se
utiliza normalmente el cociente respiratorio (CR) que se define como la relacion entre el
volumen de diéxido de carbono (CO,) desprendido y el volumen de oxigeno absorbido

(O) por el fruto en un mismo tiempo.

Valores de CR proximos a la unidad, indican que los sustratos utilizados
mayoritariamente en el proceso respiratorio son los hidratos de carbono (si es glucosa el
sustrato que se estd oxidando, el CR es 1,00), en tanto que la oxidacién de &cidos
organicos provenientes de las vacuolas, que pueden ser movilizados para su empleo por
las mitocondrias como sustratos oxidables en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, da
lugar a valores de CR superiores a la unidad. En la mayoria de los tejidos vegetales, en
condiciones normales, el CR se encuentra en el entorno de 0,97-1,17, sefialando una
respiracion oxidativa de carbohidratos como proceso dominante [116].

En los citricos, en atmdsfera suficientemente oxigenada y a temperaturas inferiores a
25°C se obtienen valores de CR cercanos a la unidad. La oxidacion de los hidratos de
carbono exige en muchos casos una degradacion enzimatica previa de los carbohidratos
de reserva, presentes en la mayoria de los frutos, a glucosa [117]. Por tanto, las
modificaciones en el cociente respiratorio a lo largo del desarrollo y el almacenamiento

pueden indicar el cambio del tipo de sustrato que esta siendo metabolizado.

Bajo algunas condiciones de almacenamiento, el oxigeno atmosférico puede quedar
considerablemente reducido y resultar insuficiente para un metabolismo plenamente
aerobico. En estas condiciones, los tejidos pueden iniciar una respiracién anaerdbica en
la que la glucosa se convierte en pirvato por la via EMP, el pirGvato se transforma en
acido acético, acido lactico o acetaldehido y seguidamente en etanol en el proceso
denominado fermentacion. La concentracion de oxigeno a la que se inicia la
fermentacidn varia con los tejidos y se conoce como punto de extinciéon o umbral
fermentativo. La concentracion de oxigeno del punto de extincion depende de
numerosos factores, tales como la especie, el cultivar, el grado de madurez y la

temperatura [118].
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La reaccion global de la respiracion vegetal es la siguiente [119]:

CsH1206 + 60, + NADP + nPi — 6CO, + 6H,0 + n ATP + calor M
La reaccion global de la fermentacion etilica es la siguiente [119]:
CeH1206 + 2ADP + 2Pi — 2Co,Hs0OH + 2C0O, + 2ATP (| |)

Cuando las células funcionan con esta via metabdlica y comienzan a producir etanol, la
tasa respiratoria aumenta con el consiguiente aumento en la produccion de CO2. Esto es
debido al bajo rendimiento energético que se produce bajo condiciones anaerdbicas (2
equivalentes de ATP por mol de glucosa frente a 36 equivalentes de ATP por mol de
glucosa que se liberan en las rutas aerdbicas). Por lo tanto se debe oxidar mucha méas

glucosa para mantener el nivel energético que la célula necesita [120].

Si bien la respiracion anaerébica produce mucha menos energia por mol de glucosa que
la respiracion aerobia, al menos permite poner a disposicion de los tejidos cierta
cantidad de energia en condiciones adversas. También produce metab6litos que son
dafinos para el tejido vegetal como el etanol, el lactato, el acetato que si no se extraen
rapidamente, la fermentacion termina por envenenar a las células en poco tiempo [116].
En un mismo organismo pluricelular pueden darse tanto rutas aerobias como

anaerobias, segun las condiciones ambientales de sus células.

1.7.2 Compuestos volatiles

Todas las frutas, hortalizas y plantas sintetizan diversos y variados compuestos de bajo
peso molecular (Cy, Cy, ¥y C10/Cys principalmente, inferiores a 250 Da), volatiles a la
temperatura ambiente. No son cuantitativamente mayoritarios, generalmente los
volatiles se encuentran presentes en cantidades extremadamente pequefias (normalmente
menos de 100 microgramos por gramo de peso fresco), se utilizan como marcadores del
metabolismo y se les atribuyen las caracteristicas aromaticas de las frutas y hortalizas
[121].
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La mayoria de las frutas y hortalizas contienen méas de 100 especies volatiles, casi todas
ellas en cantidades minimas. Los componentes volatiles de los productos vegetales
poscosecha representan un espectro muy amplio de compuestos quimicos. Estos
incluyen ésteres, lactonas, alcoholes, &cidos aldehidos, cetonas, hidrocarburos, algunos
fenoles y éteres [120] (Kays, 1991). Muchos de ellos, como el etanol, son comunes a
todas las frutas y hortalizas [121] (Wills et al., 1984). Los compuestos volatiles del

aroma de los productos poscosecha se forman de tres maneras diferentes:

1. Muchos de ellos se forman naturalmente a través de enzimas que se encuentran en el
tejido vegetal intacto por las siguientes vias biosintéticas: isoprenoide que origina los
terpenos (limoneno por ejemplo); la via del acido shikimico que produce el alcohol
benzilo, el benzaldehido y otros compuestos fendlicos; la beta-oxidacion que representa
una via importante de produccién de volatiles por oxidacién de los &cidos grasos: acidos
oleico, linoleico y linolénico; la via fermentativa que produce acetaldehido y etanol
[120].

2. Un segundo grupo de volatiles se produce enzimaticamente tras un dafio en el tejido
vegetal. El dafio celular permite que las enzimas y sus sustratos que previamente

estaban aislados, interactten [120].

3. El tercer grupo de voléatiles se forma a través de una reaccion quimica, que ocurre

durante el proceso de calentamiento o cuando se cocina un alimento [120].

Los volatiles producidos en productos recolectados pueden verse alterados por varios
factores, que incluyen el cultivar, la madurez, la estacion, las practicas de produccion,
de recoleccion, almacenamiento, maduracion artificial y eventualmente los métodos de
preparacion de los productos. Debido a la importancia de los volatiles en la calidad del
aroma y del sabor de los productos cosechados, los cuidados en el periodo de
poscosecha deben ser maximos para minimizar cambios indeseables en la produccion de
volatiles. En el caso de los citricos, si se recolectan en un estado inmaduro, esto puede
tener un efecto negativo en su aroma y sabor [120]. EIl aroma de los frutos citricos, es
una compleja mezcla de compuestos volatiles. Los mas caracteristicos corresponden a
ésteres y aldehidos, seguidos por alcoholes, cetonas e hidrocarburos [122]. En estudios

realizados en zumo de naranja fresco [123], aplicando headspace/cromatografia de
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gases (HS/GC), se identificaron alrededor de 20 componentes cuantitativamente
importantes del aroma y sabor. De ellos, 8 son alcoholes, 4 aldehidos, 3 ésteres, y 5

hidrocarburos como puede observase en la tabla 3.

Tabla 3. Componentes volatiles del aroma y sabor del zumo citrico fresco.

Componente Rango (ppm)
ALDEHIDOS
Acetaldehido 6,5-15
Hexanal 0,04 -0,38
Octanal 0-0,04
ESTERES
Etil Acetato 0,01-0,58
Metil Butirato 0,01 -0,58
Etil Butirato 0,26 -1,02
ALCOHOLES
Metanol 10 -71
Etanol 75 -780
2-Metil-1-Propanol 0-0,07
Hexanol 0,04 -0,22
cis-3-Hexenol 0,06 — 0,65
Trans-2-Hexenol 0,06 — 0,65
HIDROCARBUROS
o- Pineno trazas — 0,22
Sabineno 0-0,15
y-Terpineno 0,04 -0,46
Valenceno 0,8 -15,30
Limoneno 22 - 67

Tomado de: Nisperos-Carriedo y Shaw, 1990.

1.7.3 Acidos grasos (AG)

Se conoce bien la relacion entre la presencia de acidos grasos en frutos y productos
derivados de citricos con bastante anterioridad, el contenido de lipidos en frutas citricas
tiene influencia en la estabilidad del zumo y modifica marcadamente el sabor después
de procesos de pasterizacion y almacenado. Los AG mas comunmente encontrados en
citricos son el acido palmitico, palmitoleico, oleico y linoleico, los cuales representan el
92-97% de los AG con cadena lineal y ramificados. La relacion entre estos cinco acidos
depende de la especie vegetal [124], también se presentan bajas cantidades de AG con
con menos de 16 carbonos (Cig, C12, C14, C15) y de mas de 18 carbonos (Cy,, Cas, Cag)
[124], se ha reportado que el acido estearico es menos del 1% en la fraccion. Este tipo
de diferencias significativas en el contenido de lipidos entre los diferentes citricos a

permitido la diferenciacion de algunas especies con fines de identificacion, de esta
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forma el perfil de AG puede ayudar en la identificacion de cultivares. Dado esto, el
perfil de AG se propuso como marcador quimiotaxondémico para definir el parentesco
de hibridos. En muchos zumos de citricos el linoleico es el acido mayoritario (21-39%)
del total de la fraccion de AG, seguido por oleico (6-37%), palmitico (17-25%),
linoleico (6-18%) y palmitoleico (1-7%) [125].

La formacion de &cidos grasos durante la formacion, crecimiento, maduracion vy
senescencia del fruto han revelado algunas variaciones: Cig.0, C1g2 ¥ Cig:3 decrecen,
mientras Cis:1 Y C1g:1 S€ incrementan, probablemente mediante reduccion enzimatica de
Cis:2 Y Cig:3 durante el periodo de crecimiento. Durante la madurez optima los cambios
son leves (Cyg:2 se iguala con Cig.3); durante la senescencia el contenido de Cig:3 Vvaria,
disminuyendo en algunos cultivares y aumentando en otros. Algunos autores han
demostrado que las naranjas son capaces de sintetizar acido linoleico a lo largo de
crecimiento, causando reduccion de Cig1 Y Cisg:2, Caso contrario a lo que ocurre en frutos
climatéricos, al parecer durante la senescencia el acido linoleico se convierte en etileno
por una reaccién catalizada por lipoxigenasa [126], se demostré6 que en manzanas el
etileno se puede formar a partir de acido linoleico por este mecanismo, esta conversion
se ha propuesto para los citricos, incluso otro autor, Hitchcock, registré un aumento de
la produccion de etileno en naranjas durante el almacenamiento y correlacionaron esto
con una disminucién del porcentaje de lipidos polares a lo largo del mismo periodo.
Durante el almacenamiento de jugos ocurre un incremento en la produccion de AG
liberados de lipidos mediante lipolisis oxidativa, causando la formacion de aldehidos
cetonas y AG de cadena corta, a los que se les responsabiliza por la aparicion malos
aromas y sabores [127].

1.7.4 Metabolitos polares no volatiles; sélidos solubles totales (SST)

Los azUcares y acidos organicos son los componentes principales de los sélidos solubles
de los zumos de las frutas citricas, como se observa en la tabla 4. Durante la maduracion
de los citricos el contenido en azucares se incrementa hasta llegar a un méaximo vy
después suele mantenerse. Por el contrario el contenido en &cidos decrece, como

consecuencia de su dilucion y metabolismo.
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En relacion a la calidad interna en frutos citricos, existen tres factores organolépticos
importantes que dependen de estas sustancias: sabor, el aroma y la comestibilidad: El
sabor, (también denominado equilibrio acidez-dulzor) en las naranjas y mandarinas por
ejemplo, se debe en su mayor parte a los azucares (mono, di y trisacaridos) y acidos
orgénicos (citrico, fosforico, malico, fumarico, ascérbico, succinico y otros). EI aroma
es debido a distintos compuestos que producen la sensacion olfativa que se tiene cuando
se consume la fruta y que matiza el sabor de cada una de las variedades y dentro de cada
variedad el origen, Sala [128], mide el sabor y el aroma mediante paneles de catadores
que clasifican la fruta con puntuaciones que van del 1 al 10. Establece relaciones entre
algunos factores objetivos (indice de madurez (IM) y contenido en sdlidos solubles,
pulpa y zumo), la aceptacion se evalta por un panel de catadores expertos que califican
la aceptacion global de la muestra con arreglo a una escala Hedonica. Un fruto es
facilmente comestible cuando después de masticar sus gajos o segmentos, resulta facil y
agradable ingerir la parte solida de los mismos juntamente con el zumo. Los azUcares
constituyen alrededor del 76% de los SST lo que explica su elevada correlacion
medidos con un refractometro y el contenido en azucares. [129]. Los sélidos solubles
son féciles y rapidos de medir con un refractdmetro, una metodologia que
tradicionalmente sustituye al andlisis individual de los azucares, que poseen una mayor
complejidad quimica. Se sugiere clasificar la fruta en: de bajo contenido en sélidos si
tienen menos del 10%, contenido medio entre 10 y el 12%, y contenido elevado si el
contenido es superior al 12%.

Tabla 4. Composicion porcentual de la fraccién de s6lidos solubles en un zumo de N. valencia en etapa
madura

Grupos de constituyentes totales Numero de % Solidos solubles
constituyentes

Carbohidratos 10 76,00
Acidos organicos 13 9,60
Aminodcidos libres 19 5,40
lones inorganicos 67 3,20
Vitaminas 14 2,50
Constituyentes lipidicos 26 1,20
Bases nitrogenadas 6 0,40
Flavonoides 24 0,81
Constituyentes volatiles 192 0,38
Carotenos 21 0,01
Enzimas (algunas idenficadas plenamente) 49 -

Total 441 99,50

Tomado de: Sinclair W B, Bartholomew E T. 1947.
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Su utilizacion se basa en el hecho de que, a medida que la fruta madura, el contenido en
acidos disminuye mientras que la cantidad de solidos solubles practicamente no varia
[130]. A partir de 15° de acidez, en dicho estudio, el grado de aceptacion es superior al
80%. Segun Sala [128], el coeficiente de correlacion entre acidez y aceptacion para las
Navelinas es elevado (—0,8003), si bien es mayor el que existe entre comestibilidad y
aceptacion (0,9706).

Cuando se analiza el IM a lo largo del periodo de maduracion se observa una relacion
lineal. La pendiente de la recta ajustada indica el aumento de indice de madurez por dia
y es una medida de la rapidez con la suceden cambios bioguimicos importante
asociados a la madurez del fruto. El indice de madurez es el indicador quimico que con
mayor frecuencia se ha utilizado para determinar la madurez minima exigible para
iniciar la recoleccion. Se considera sin embargo que el indice de madurez, por si mismo,
no puede ser criterio definitivo del valor comercial de una naranja, por dos razones
fundamentales [131]:

a) La gran variacion en la preferencia de los consumidores.

b) La gran diferencia en el contenido de acido citrico de las distintas variedades.

La determinacién del valor de IM se puede calcular a través de la ecuacion Il1:
Indice de madurez = E (° Brix)/A (% acidez) ()

E = extracto seco 6 Lectura del refractometro; A: acidez expresada en gramos de acido
citrico anhidro contenidos en un litro de jugo. Se calcula multiplicando los C.C. de

NaOH 0.1 N empleados en neutralizar 5 C.C. de jugo por un factor de: 1,28.
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1.8 Técnicas instrumentales de soporte experimental

1.8.1 Cromatografia de gases/Espectrometria de Masas (GC/MS)

El primer trabajo en el que se hace pasar una fase movil gaseosa a través de una
columna data de 1951, dando lugar a la técnica conocida como cromatografia de gases.
Esta técnica, es en la actualidad la plataforma tecnoldgica mas ampliamente utilizada
para la separacion de los componentes volatiles, semivolatiles y polares en muestras de
complejas. La combinacion de alta resolucion, sensibilidad y tiempos de analisis cortos
la ha convertido una técnica de rutina usada en muchos laboratorios para analisis

quimico y bioguimico.

En cromatografia de gases, la muestra se inyecta en un puerto que permanece caliente y
alli se mezcla con el gas portador (generalmente He). En esta fase, los distintos
componentes de la muestra pasan a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada
en una columna capilar. La columna se encuentra dentro de un horno con programacién
de temperatura. La velocidad de migracién de cada componente (y en consecuencia su
tiempo de retencion en la columna) seré funcién de su distribucion entre la fase movil y
la fase estacionaria. Como consecuencia de la diferencia de movilidad, los diversos
componentes de la muestra se separan en fracciones que pueden analizarse tanto

cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los detectores especificos.

La extraccion de espacio en cabeza (HS: Head-Space) permite la inyeccion de analitos
volatiles que provienen de muestras solidas o liquidas en forma directa al puerto de
inyeccién, durante este proceso, la mayor parte de los compuestos volatiles se
transfieren al aire (espacio de cabeza) de un vial sellado que contiene la muestra, se
calienta el tiempo suficiente para que se alcance el equilibrio. Posteriormente, con una
jeringa o una fibra de microextraccion (HS-SPME, solid phase microextraction) se toma

una cantidad de muestra del aire del vial y se aplica en el cromatografo.

La Espectrometria de Masas EM, es utilizada para identificar compuestos desconocidos,
cuantificar compuestos conocidos, y elucidar la estructura y propiedades quimicas de
moléculas. Sus principales cualidades son: Capacidad de identificacion de forma

practicamente inequivoca, ya que proporciona un espectro caracteristico de cada
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molécula. Cuantificacion, permite medir la concentracion de las sustancias. Gran
sensibilidad, capacidad de deteccion a concentraciones del orden de nanogramo (ng) 10°
% g. Universal y especifica, proporciona informacién estructural sobre la molécula
analizada. Suministra informacién isotopica. Es una técnica rapida: se puede realizar un
espectro en décimas de segundo, por lo que puede monitorizarse para obtener

informacion en tiempo real sobre la composicién de una mezcla de compuestos.

Dentro del espectrometro de masas, se procede a la ionizacién de la muestra mediante
diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuente es el de impacto electronico
que bombardea las moléculas con electrones de una cierta energia (70 eV), capaces de
provocar la emision estimulada de un electrén de las moléculas y asi ionizarlas. Ademés
de moléculas ionizadas o iones moleculares (M*) también se forman iones fragmento
debido a la descomposicion de los iones moleculares con exceso de energia. El tipo y
proporcion relativa de cada uno de estos fragmentos es caracteristico de cada molécula,
muchas veces de sus propios isomeros y de las condiciones del proceso de ionizacion.
Una vez ionizadas las moléculas, se aceleran y se conducen hacia el sistema colector
mediante campos eléctricos o magnéticos. La velocidad alcanzada por cada ién sera
dependiente de su masa. La deteccion consecutiva de los iones formados a partir de las
moléculas de la muestra, suponiendo que se trate de una sustancia pura, produce el
espectro de masas de la sustancia. El espectro de masas puede almacenarse en la
memoria de un computador para compararse con los espectros de una coleccion de
espectros (o libreria) y proceder a su identificacién o puede estudiarse para averiguar la

naturaleza de la molécula que le dio origen.

La cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas GC/MS, en principio,
se trata de dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia

cantidad de muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles.

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases se separa
en la columna cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrémetro de masas. Cada uno
de estos componentes se registra en forma de pico cromatografico y se identifica
mediante su respectivo espectro de masas. En este proceso, el espectrometro de masas,

ademas de proporcionar los espectros, acta como detector cromatografico al registrar la
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corriente ionica total generada en la fuente ionizacidn, cuya representacion grafica
constituye el cromatograma o TIC (Total lon Current). En efecto, la corriente ionica
generada por todos los iones da lugar a picos gaussianos de areas relacionadas a la

concentracion de cada compuesto detectado mediante sus propios factores de respuesta.

En el caso de mezclas complejas, el cromatograma obtenido puede presentar muchos
picos, algunos de ellos muy préximos, resultando dificil la identificacion rapida y fiable
de algun compuesto de interés. Cuando se desea explicitamente localizar la presencia de
uno o varios compuestos determinados, de espectro conocido, con la mayor rapidez o
con la maxima sensibilidad posible se recurre a la técnica de deteccion SIM (Single lon
Monitoring). En esta modalidad de trabajo se detectan solamente algunas masas de

interés, en lugar de trabajar con el total TIC y aumentandose la selectividad del método.

1.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion/Arreglo de Diodos
(HPLC/DAD)

La Cromatografia liquida de alta eficacia o High performance liquid chromatography
(HPLC) es un tipo de cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimica
y quimica analitica para separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes
tipos de interacciones quimicas, entre las sustancias analizadas, la columna

cromatografica y una fase movil.

En HPLC isocrdtica o por gradiente, las sustancias pasan por una columna
cromatografica que contiene la fase estacionaria mediante el bombeo de liquido (fase
movil) a alta presion a través de la columna. La muestra a analizar se introduce en
pequerfias cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las
interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria, presentandose diferentes
tiempos de retencion (Tr) de los componentes de la muestra. EI Tr se considera una
propiedad identificativa de cada compuesto en condiciones cromatograficas especificas.
Al finalizar la interaccion de los componentes con la columna llegan al detector, Un
detector para cromatografia es un dispositivo utilizado para visualizar los componentes

de la mezcla que se eluyen de la columna. Los detectores de arreglo de diodos (Diode
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Array Detector, DAD) son la tecnologia de eleccion para biodescubrimiento. Estos
detectores de alta sensibilidad permiten adquirir la respuesta de los compuestos eluidos
a longitudes de onda en el espectro ultravioleta y visible, y proporcionar una respuesta
sensible cuantitativa y cualitativa con respecto a los cromoforos de los anélitos. HPLC-

DAD es una potente tecnologia de analisis adecuados para dereplicacion.

1.8.3 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

El microscopio de fuerza atdbmica (atomic force microscopy, AFM) es una técnica que
pertenece al conjunto de microscopias de barrido con sondas, el instrumento consiste
basicamente en una plataforma y una sonda que efectia un barrido o escaneado de la
muestra. El barrido puede hacerse moviendo ya sea la sonda o la plataforma, mediante
actuadores de gran precision. La sonda puede elevarse o bajarse, con lo que se tiene un
sistema con tres ejes coordenados, por una parte un plano x-y de barrido y por otra parte
una altura z, con lo cual se puede estudiar el relieve o la topografia de las
microestructuras. No solo se mide la geometria de la muestra sino que segun el tipo de
sonda usada se puede medir también propiedades quimicas, térmicas, eléctricas o
mecéanicas o texturales, con lo cual se abre una ventana muy amplia de informacion, que

permite estudiar las propiedades de los materiales a escala nano.

El instrumento muestrea la superficie mediante una punta muy pequefia de unos pocos
micrones de largo y un diametro mas pequefio alin, de unos diez nanémetros. La punta
esta adherida a una barra flexible o cantiléver. Esta barra es como una "viga en
voladizo" miniaturizada y se dobla cuando la punta hace contacto con la muestra. La
mayoria de los AFM comerciales detectan la posicion del cantilever con métodos
opticos, uno de los sistemas mas comunes es usar un rayo laser que se refleja en la
punta del cantiléver y luego actua sobre un fotodetector. El detector contiene particiones
que permiten detectar cambios pequefios en la posicion del haz incidente, el camino
optico entre el cantiléver y el detector produce una amplificacion mecanica de la sefial
del laser y como consecuencia el sistema llega a detectar movimientos verticales de la
punta con una precision inferior a un angstrom. Las fuerzas que actlan sobre el

cantiléver son varias, una de ellas son las fuerzas de Van der Waals que ocurren entre
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atomos. Estas fuerzas pueden ser de atraccion o de repulsion, dependiendo de la
distancia entre los &tomos. La sefial del detector puede procesarse mediante un software
permitiendo realizar mediciones topograficas a escala nanomeétrica, incluso siendo
posible determinar indices de rugosidad del material.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Desarrollar un recubrimiento comestible formulado a partir de subproductos generados
durante el proceso agroindustrial de los citricos y evaluar su efecto en la calidad y el
metabolismo poscosecha de frutos citricos mediante aproximacion metabolomica

aplicando principalmente una plataforma GC/QEIMS vy otras técnicas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obtener pectina y aceites esenciales por hidrodestilacion de residuos
agroindustriales de citricos (naranja/mandarina), provenientes de una zona de

produccién referenciada en el estudio.

2.2.2 Caracterizar la pectina y los aceites esenciales obtenidos estableciendo la
identidad y funcionalidad para su incorporacion en una nueva formulacion de

recubrimiento comestible hidrocoloidal.

2.2.3 Evaluar in vitro la actividad antifingica de los aceites esenciales caracterizados

sobre los hongos: Penicillium digitatum y Penicillium italicum.

2.2.4 Obtener una formulacién de recubrimiento comestible a partir de pectina y aceites
esenciales, optimizada a partir de la capacidad para retener volatiles y su actividad

antifangica.

2.2.5 Desarrollar un conjunto de métodos cromatograficos (HPLC/DAD y GC/gEIMS)
que permitan estudiar por aproximacion metabolomica diversos perfiles quimicos:
polifenoles, constituyentes volatiles (C10/C15), carbohidratos (mono, di y trisacaridos),
aminoacidos, &cidos grasos (C4/Cys) saturados, mono y poli-insaturados y &cidos
organicos polares, presentes en zumos de citricos, que permitan determinar marcadores

de cambio en el metabolismo de frutos citricos.
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2.2.6 Aplicar materiales de recubrimiento en una linea de produccidn industrial, en
frutos con indice de madurez comercial y evaluar su estatus metabélico y calidad

poscosecha.
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3. PRODUCCION DE ZUMOS Y GENERACION DE RESIDUOS EN
LA AGROINDUSTRIA CITRICOLA: OBTENCION DE MATERIALES
GRAS PARA RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

3.1 Introduccion

La fase industrial de la cadena productiva de citricos retine a los productores de jugos,
concentrados, néctares, pulpas, mermeladas y otras industrias. Los residuos
agroindustriales de citricos (RAIC) en la industria de zumos, concentrados y néctares,
estan constituidos por cascaras (albedo/flavedo), semillas, membranas y vesiculas de
jugo, representan aproximadamente el 50% del peso de la fruta entera original. Estos
materiales pueden emplearse en el desarrollo de materias primas de mayor valor
agregado y beneficio para la industria citricola. Adicionalmente, el eslabon poscosecha
es uno punto critico en la cadena productiva de Colombia, y alli se observan problemas
que afectan la productividad y competitividad [132], entre ellos: cosecha inadecuada,
deficiente seleccidn, clasificacién y almacenamiento; baja calidad externa del fruto;
insuficiente tecnologia disponible para mejorar presentacién, asi como abundantes
desechos y pérdidas; de hecho, se estima que las perdidas poscosecha, desde que los
frutos son recogidos hasta que llegan al consumidor final, estan entre 12% y 25%, segun
datos del acuerdo de competitividad firmado en el centro-occidente del pais [133].
Existe una permanente produccién de residuos aprovechables tanto del sector de
cosecha y transformacion de citricos, lo cual pone de manifiesto un importante
problema de gestion de este material organico por parte de los generadores, a un alto
costo econdmico y ambiental, lo que justifica plenamente su utilizacion a través de usos

innovadores [134].

En la préctica, se observa que la apariencia fisica de los residuos obtenidos por el uso de
las diferentes tecnologias de exprimido se deben a la forma como los componentes
mecanicos de estas maquinas afectan los tejidos del fruto. También es notable que la
degustacion de los zumos producidos traiga diferencias al consumidor. Estas dos
observaciones traen de por medio el hecho de que los residuos no son equivalentes. No

se dispone de fuentes que aporten informacidn respecto al tipo de impacto tecnoldgico
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y/o sus consecuencias en los productos y residuos desde la perspectiva de la
caracterizacion quimica. Por ello, dado el interés de esta investigacion en el
aprovechamiento de este tipo de residuos, resulta conveniente hacer una valoracion de
las diferencias quimicas, rendimiento y calidad en términos de la produccion de AE y la
obtencion de pectina, con esto se puede justificar la seleccion de la tecnologia que
produzca mejores resultados en la elaboracion de zumos y en la generacion de residuos

mas aprovechables.

En la investigacion y desarrollo de aditivos y materias primas para su uso en alimentos,
cosmeéticos y recubrimientos comestibles es satisfactorio el enfoque de seguridad y
eficacia que propone la administracion alimentos y medicamentos (FDA, Food and drug
admistration, USA), a través de la designacion “generalmente reconocido como seguro”
(GRAS, Generally recognized as safe), esta denominacidn cuenta con un inventario de
sustancias consideradas por comités de expertos y por lo tanto estdn exentas de
requisitos de tolerancia de aditivos incluso por otras agencias federales (FFDCA,
Federal Food, Drug, and Cosmetic Act), la pectina y los aceites esenciales de citricos
son aceptados bajo la denominacion GRAS para su uso en la produccién de

recubrimientos comestibles (Code of Federal Regulations, USA. 2003).

3.1.1 Pectina

Constituye una mezcla de polisacaridos que se encuentra en la lamela interna de la
pared celular de plantas superiores. La pectina es un polisacarido lineal, polidisperso y
polimolecular y su composicion varia con la fuente y las condiciones utilizadas para el
aislamiento, de alli la dificultad para su caracterizacidn [136]. Se acepta que la pectina
consiste principalmente de cadenas de acido D-galacturénico (GalA) unidas por medio
de una union glicosidica a-1,4 e interespaciadas a través de enlaces a-1,2 con ramnosa,
como se observa en la figura 3; estos acidos uronicos tienen grupos carboxilicos,
algunos de los cuales se encuentran en forma natural como metilésteres o convertidos en
carboxamida por tratamientos con amoniaco. El grado de esterificacion (GE) afecta a

las propiedades de solubilidad y gelificacion, pectinas con GE por encima del 50% han

48


http://en.wikipedia.org/wiki/Federal_Food,_Drug,_and_Cosmetic_Act

Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

sido etiquetados de alto metoxilo e inferior al 50% como pectinas de bajo metoxilo
[137].

Segun cuantos grupos carboxilicos estan esterificados en la cadena o polimero, Kertesz

los clasifico dandole diferentes nombres [138]:

Protopectinas, si todos los carboxilos estan esterificados. Estas son insolubles en agua
y se hallan en mayor cantidad en los tejidos de los frutos no maduros o verdes.

Acidos pectinicos: Si solo una parte pero mayoritaria de los carboxilos esta
esterificada. Estos compuestos son capaces de formar geles si las condiciones de sélidos

solubles y pH son adecuadas. Las sales de estos &cidos se llaman pectinatos.

Pectinas: Son los &cidos pectinicos, solubles en agua caliente, con un contenido medio
de éster metilico. La principal caracteristica es su capacidad de formar geles en

presencia de suficientes solidos solubles, acidos o iones polivalentes.

Acidos pécticos: Estos compuestos no poseen grupos carboxilicos esterificados. Las
sales de estos se denominan pectatos y reaccionan facilmente con los iones calcio de las
células para producir compuestos insolubles en los jugos de frutas, dando un precipitado
visible comUnmente en la separacion de fases o0 abanderamiento en los néctares.

Figura 3. Estructura de la pectina, un polimero de las paredes celuldsicas de los vegetales, formadas por
la polimerizacion del acido galacturénico

Tomado de: BeMiller. 1996. [135].

Las pectinas pueden contener desde unos pocos cientos hasta 1000 unidades de
sacaridos en una configuracion irregular tipo cadena, esto corresponde a pesos
moleculares promedio entre 50000 y 150000 daltons [138].

Se conocen diferentes estudios que buscan optimizar la utilizacion de la pectina en

formulaciones de recubrimientos comestibles para proteger productos perecederos de
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amplio consumo como: naranja, mandarina, mango, aguacate y otros, con el objetivo de
mejorar la apariencia, calidad y extender la vida comercial de estos productos [139],
[140], [141].

3.1.2 Aceites esenciales

Son mezclas homogéneas de moléculas provenientes de una misma familia quimica,
terpenoides. Tienen la propiedad en comdn, de generar diversos aromas agradables y
perceptibles al ser humano. A condiciones ambientales, son liquidos menos densos que
el agua, pero mas viscosos que ella. Poseen un color en la gama del amarillo, hasta ser
transparentes en algunos casos [142], [143]. Son inflamables, no son tdxicos, aunque
pueden provocar alergias en personas sensibles a determinados terpenoides (Cadby et
al., 2002). Son inocuos, mientras la dosis suministrada no supere los limites de
toxicidad. Sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de
acidos y Aalcalis fuertes. Son solubles en los disolventes organicos comunes. Casi
inmiscibles en disolventes polares asociados (agua, hidréxido de amonio) [144], [145],
[146]. Tipicamente. Los terpenoides son una familia de hidrocarburos neutros y/o
oxigenados, con uno o varios anillos insaturados y con la presencia de 10 o 15 carbonos
en su estructura. Tienen una bajisima presion de vapor a condiciones ambientales: 200 a
300 Pa. [142]; Al carecer de atomos de oxigeno, son casi inmisibles en agua y en el caso
contrario, su solubilidad es mayor, pero aun baja con respecto a otros compuestos
analogos; son inestables fotoquimicamente, generalmente son mezclas complejas de
hasta mas de 100 componentes en las que se encuentran familias: Compuestos alifaticos
de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos)

Monoterpenos, Sesquiterpenos y Fenilpropanos [142].

En el caso de los citricos, los componentes principales pertenecen a la familia de los
mono Yy sesquiterpenos, ambos grupos de sustancias encuentran su origen biogenético
en la condensacion de Isopentenilpirofosfato (IPP) con dimetilalilpirofosfato (DMAPP),
gracias a la articulacion de un complejo enzimatico es posible obtener mezclas de buen
numero de componentes y abundantes isdémeros, con amplia variabilidad funcional y

estructural [147], como se ve en la figura 4.
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Figura 4. Condensacion de unidades de DMAPP con IPP, precursores basicos de compuestos terpénicos.
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3.1.2.1 Origen biosintético de Monoterpenos

La union de DMAPP y IPP en la via de la prenil transferasa produce geranil difosfato
(GPP) como se observa en la fig 5A, se ha propuesto que esta involucrada la ionizacion
cationica del DMAPP para obtener un cation alilico que reacciona con el doble enlace
de IPP, seguido por la pérdida de un proton (Hg). Esto produce una unidad de
monoterpeno difosfato, geranil difosfato, en el cual el doble enlace nuevo es trans (E).
Por esto linalil pirofosfato (LPP) y neril pirofosfato (NPP) corresponden a los isomeros
de GPP, es probable que se formen a partir del GPP por ionizacién del catién alilico.
Cada uno puede permitir a sus ves un cambio en el enlace del grupo difosfato (al
carbono terciario en LPP) o un cambio en la estereoquimica del doble enlace (a Z en
NPP) como se ve en la fig 5B, estos tres compuestos a través de relativamente cambios
simples, pueden dan origen a un rango de monoterpenos lineales bastante comunes en

aceites esenciales.

Las sustancias resultantes pueden ser hidrocarburos, alcoholes, aldehidos o esteres,
incluso, acetatos. EI nimero de monoterpenos se hace mas diverso a través de

reacciones de ciclacion, obteniéndose sistemas mono o biciclicos.
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Figura 5. Biogénesis de monoterpenos, origen de precursores basicos tipo geranil, Linalil y Neril.
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Estas ciclaciones no se dan a partir del precursor GPP, dada su estereoquimica E del
doble enlace que lo hace poco favorable para la formacion del anillo. NPP o LPP, sin
embargo tienen estereoquimica favorable, sea uno o ambos parecen ser los precursores
del sistema mentano monociclico, la formacion de este se ve en la fig 6, generando un
carbocation denominado mentil o alfa-terpinil, el cual posee el nicleo mentano. Se ha
visto que las enzimas monoterpeno ciclasas aceptan los tres difosfatos, siendo el LPP el
mejor sustrato, también parece que tiene la capacidad de isomerizar los sustratos
inicialmente y de ciclarlos al final. Es conveniente también considerar las especies
involucradas en la ciclacion como el cation alilico deslocalizado y estrechamente unido
al anion difosfato y la formacion del enlace debido a la proximidad de los electrones n

del doble enlace.
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Figura 6. Biogénesis de monoterpenos, aparicion del cation mentil o alfa-terpinil.
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Clasicamente se proponen diferentes tipos de mecanismo organicos para justificar el
destino que puede seguir un carbocation, enfrentamiento con nucledéfilos (tipicamente
agua), perdida de protones (via reacciones de eliminacion), ciclaciones y posiblemente
rearreglos tipo Wagner-Meerwein (W-M).

El recién generado cation mentil podria ser atacado por agua, en cual caso se obtendria
alfa-terpineol, por otro lado, podria perderse un protén para dar limoneno, como se
observa en la figura 7. Alternativamente, plegando la cadena lateral catidnica hacia el
doble enlace (a traves de las caracteristicas superficiales del enzima) permitiria repetir el
mecanismo de ciclacion y producir los cationes biciclicos: bornil y pinil, de acuerdo a
cual extremo del doble enlace esté involucrado formando los nuevos enlaces, como se
observa en la figura 8. El borneol podria formarse por la adicion de agua, la oxidacion
de un alcohol secundario podra formar una cetona como el alcanfor. Como alternativa a
la descarga del catidn por efecto de un nucleofilos y la subsecuente perdida de un protén
podria generar un alqueno, de esta forma aparecen a-pineno y B-pineno a partir del
cation pinil. Es menos comun la perdida de protones que lleven a la formacion de
anillos ciclopropano, dando origen al 3-careno, un representante bastante comun del

nucleo carano.

Basicamente, la quimica de terpenoides esta basada en la reactividad de carbocationes,
aunque en la naturaleza, estos cationes no deben existir como especies aislables, sino
mas bien estrechamente vinculados pares de iones con un contra-anion, por ejemplo, el

ion difosfato. La analogia con la quimica de carbocation se justifica, ya que una alta
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proporcion de terpenoides naturales tienen esqueletos que han sufrido procesos de
rearreglos. Estos arreglos del tipo W-M, en el que dtomos de carbono o hidruro pueden
migrar para conseguir una mayor estabilidad para un cation terciario contra uno de
caracter secundario, o por reduccion de la tension del anillo, dan racionalizacion
mecanicista de la ruta biosintética.

Figura 7. Biogénesis de monoterpenos, reaccion del cation mentil para formar limoneno y terpineol.
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Figura 8. Biogénesis de monoterpenos, formacion de los cationes biciclicos pinilo y bornilo.
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El cation mentil, aunque es un cation terciario, se puede convertir en un cation alilico
estabilizado por resonancia a través de un desplazamiento 1,3 de hidruro, como se
observa en figura 7. Esto permite la formacion de a y B-fellandrenos por perdida de un
proton en el carbocation fellandril. El carbocation biciclico pinil, que posee un anillo
tensionado de cuatro miembros, se arregla para convertirse en un anillo menos
tensionado de cinco miembros como es el cation fenchil, figura 8, un proceso de mayor
importancia que compensa el hecho de la conversion de un carbocation terciario a uno
secundario, apareciendo de esta forma el esqueleto tipo fenchano, ejemplificado por el

fenchol y la fenchona.

El carbocation terciario isocamfil se forma mediante un rearreglo W-M del carbocation
secundario bornil, el produce el camfeno. Un desplazamiento de hidruro convierte el
catién mentil a cation terpien-4-il, en el cual solo hay cambio de posicion para la carga
positiva, permitiendo la formacion de alfa-terpineno, gama-terpineno, alfa-terpineol
isomero, terpinen-4-ol. Un ciclacion adicional en el cation terpinen-4-il genera el
esqueleto tujano, de los cuales son bien conocidos el sabineno y tujona. Como tal
terpinen-4-ol es el principal componente antibacteriano del aceite Melaleuca
alternifolia, mientras que tujona ha alcanzado cierta relevancia por sus efectos

neurotoxicos en el ajenjo de artemisia absinthium, ahora prohibido en muchos paises.

Respecto a las caracteristicas estereoquimicas de los monoterpenos resultantes. Los
sistemas enzimaticos presentes en los diferentes organismos controlaran el plegamiento
de los diferentes esqueleto-sustratos y definir de esta forma la esteroquimica de los
productos finales. La mayoria de los monoterpenos son Gpticamente activos, se conocen
muchos ejemplos donde las formas enantiomericas de una sustancia se obtienen
especificamente de diferentes fuentes, por ejemplo, la carvona esta presente en citricos y
en otras especies donde (+)-carvona presente en Carum carvi, comiunmente llamada
alcaravea, y (-)-carvona detectada en Mentha spicata, conocida como hierbabuena.
Contrariamente el limoneno, es el principal componte de los AE de citricos, existen dos
enantiomeros: R-limoneno y S-limoneno, los cuales se obtienen conjuntamente de
naranja, mandarina y limon con ratios enantiomericos variables segun la especie. (R)-
(+)-limoneno exhibe un aroma de citrico fresco tipo naranja y posee un umbral olfativo

de 200 ppb. Por otro lado (S)-(-)-limoneno presenta un aroma pesado similar a la
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trementina con nota olfativa a limén, con un umbral de 500 ppb. Los enantiomeros
individuales pueden producir respuestas bioldgicas diferentes, especialmente dadas por
la respuesta de los receptores olfativos en la nariz, de esta forma el olor caracteristico de
la alcaravea se debe a (+)-carvona mientras que (-)-carvona huele a hierbabuena, y R-
limoneno y S-limoneno identifica los olores de las naranja y del limén, respectivamente.
Como ejemplo del origen de este tipo de relacion estereoquimica, la figura 9 muestra
la aparicion de las formas enantiomericas del limoneno y el pineno. Esta muestra el
precursor GPP plegado en dos conformaciones de imagenes especulares, conduciendo a
la formacion de enantiomeros individuales de LPP, esto se puede explicar mediante
reacciones de carbocationes anélogas para obtencién de las especies Opticamente
activas. En los casos en los que una planta produce los dos enantiomeros, es cuando se
presentan dos sistemas enzimaticos por separado, cada uno capaz de elaborar un

enantiomero en particular.

Figura 9. Biogénesis de monoterpenos, origen enantiomerico de limoneno y pineno.
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Adicionalmente, un enzima acepta GPP como sustrato, cataliza su isomerizacién a LPP
y lo convierte en un producto final sin la liberacion de intermediarios. A veces,

productos multiples en cantidades variables, por ejemplo, limoneno, mirceno, a-pineno
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y B-pineno, se sintetizan por la misma enzima, reflejando en comun la misma quimica
de carbocatidnes involucrada en estas biosintesis, y sugiriendo que el enzima esta
predominantemente aportando un ambiente adecuado para plegar y ciclar al sustrato.
Las reacciones adicionales como la oxidacion de alcoholes acetonas, como por ejemplo
borneol a alcanfor, formacion de anillos heterociclicos como en la formacion de o-
terpineol en cineol, requieren la ayuda de sistemas enziméticos adicionales. En otros
sistemas, una sustancia puede estar presente como una mezcla compleja de
esteroisomeros. La menta (Mentha piperita) tipicamente produce (-)-mentol, con
pequefias cantidades de los estero isdmeros (+)-neomentol, (+)-isomentol y (-)-
isomentol, cuatro de los ocho posibles isomeros. Las relaciones metabélicas de estos
compuestos aparecen establecida en la figura 10, la cual ilustra como la estereoguimica
de cada centro se puede establecer por medio de procesos de reduccion
esteroespecificos en los dobles enlaces o grupos carbonilicos. La ruta muestra también
que funciones oxigenadas se pueden introducir en la molécula en posiciones activadas
por dobles enlaces adyacentes (oxidacién alilica), también por ataque a carbocationes

con agua.

p-Cimeno y los derivados fendlicos timol y carvacrol que son comunes en citricos, son
representativos de un pequefio grupo de compuestos aromaticos que se producen en la
naturaleza a partir de unidades de isopreno, ademas de otras rutas de aromaticos que

involucran al acetato y al shikimato.

3.1.2.2 Origen biosintético de Sesquiterpenos

La adicion de una unidad adicional C5 de IPP a geranil difosfato por medio de prenil
transferasa permite obtener la unidad precursora fundamental sesquiterpénica, farnesil
difosfato (FPP), ver figura 4., de nuevo, una ionizacion inicial de GPP y la pérdida del
proton de C-2 de IPP es estereoquimicamente analoga al perdido en la isoprenilacion
previa. FPP puede dar inicio a series de sesquiterpenos lineales y ciclicos. A causa del
incremento en la longitud de la cadena un doble enlace adicional, también lo haran el

numero de posible modos de ciclaciones, y también un enorme rango de estructuras
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mono, di y tri-ciclicas podran resultar. La estereoquimica del doble enlace mas cercano
al difosfato pude adoptar una configuracion E como en FPP o Z via ionizacion como
ocurre con geranil/neril PP, ver figura 11, en algunos sistemas, el difosfato terciario
nerolidil PP (NPP) (comparar con Linalil PP) se ha implicado como el mas inmediato

precursor en vez de farnesil PP. Esto conduce diferentes posibilidades por plegamiento

Figura 10. Biogénesis de monoterpenos, algunas reacciones adicionales para obtener productos
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de la cadena carbonada, dirigido por supuesto por el enzima involucrada y la ciclacion
favorecida para el ataque electrofilico del doble enlace mas cercano. Al igual que en
monoterpenos, la quimica de carbocationes permite explicar la aparicion de la mayoria

de esqueletos estructurales.
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Figura 11. Biogénesis de sesquiterpenos, formacion del difosfato terciario NPP.
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Uno de estos sistemas ciclicos, el cation bisabolil, es andlogo al sistema mentano de los
monoterpenos, con modificaciones adicionales en el anillo de seis miembros puede dar
lo que aparentan ser variantes de monoterpenos con una extension de cadena
hidrocarbonada, como es el caso de y-bisabolene, como se observa en la figura 12, y
otros compuestos relacionados, tales como zingibereno y B-sesquifellandreno. Los
sesquiterpenos son en general menos volatiles que los monoterpenos, el simple ataque
del agua al cation bisabolil lleva a la obtencion de a-bisabolol. Los Ilamados bisabol
oxidos A y B también estan presentes, probablemente derivados de bisabolol por

ciclacion a través de un epdxido intermediario.

Figura 12. Biogénesis de sesquiterpenos, formacion de compuestos oxigenados.
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Otro tipo de ciclaciones producen sistemas anulares de méas de seis carbonos, los de
siete, diez y once son frecuentes como se observa en la figura 13. Son representativos

dos sistemas macrociclicos, el de diez carbonos (cationes germacril y cis-germacril) y el
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de once carbonos (cationes humulil y cis-humulil), que solo difieren en la esteroquimica
asociada con el doble enlace. Como tal, esto afecta las ciclaciones sucesivas y es

responsable de la amplia variabilidad de los derivados sesquiterpenicos.

Figura 13. Biogénesis de compuestos sesquiterpénicos.
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La propuesta de biosintética para estos grupos de sustancias se adapto segun las

referencias de Grayson y Wise [148], [149]. Las figuras se extrajeron en su totalidad de
la obra de Dewick [150].
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales de partida

Para caracterizar los RAIC dado su aspecto, se realizd un muestreo en las lineas de

extraccion de la planta de jugos Frudelca SA, Itagui-Antioquia. De la siguiente manera.

Se cosecharon frutos de mandarina Clementina (Citrus clementina, Hort. Ex. Tanaka) y
naranja Valencia (Citrus sinensis (L.) osbeck). Con indices de madurez comercial y
cosechadas de arboles adultos sanos en la Hacienda La Cristalina (Tamesis, Antioquia)
(5° 42'N, 75° 40'W, y 775 metros sobre el nivel del mar). Posteriormente en la planta de
produccidn, los frutos se seleccionaron cuidadosamente por tamafio y ausencia de dafios
fisicos. Los frutos se dividieron aleatoriamente en tres lotes de 100 unidades. Cada lote
se desinfecto en hipoclorito de sodio 150 ppm (NaClO, comercial) de durante 3
minutos. Los frutos se exprimieron mediante el uso de dos tecnologias, Zumex® y
FMC®, después del proceso de expresion estos zumos se conservaron en congelacion a -
20 °C hasta el momento de su andlisis mediante extraccion de espacio de cabeza con
microextraccion en fase solida (HS/SPME, por su significado en ingles), utilizando
viales de vidrio de 15 ml con tapa/septa de PTFE/Silicona. Igualmente, muestras de
cascaras de ambas especies vegetales se conservaron a la misma temperatura para el

posterior analisis de contenido/composicion de aceite esencial y extraccion de pectina.

3.2.1.1 Extraccion de Pectina de Residuos Agroindustriales

Se conocen diferentes métodos para la extraccion de polisacaridos solubles como
alginato, carragenanos y pectinas a partir de material vegetal [151], [152], [153], [154].
La pectina es generalmente hidrolizada y extraida con agua acidificada (pH 1-3) a una
temperatura entre 60 a 90°C por un tiempo que varia entre 30 minutos y varias horas.
Generalmente la extraccion se lleva a cabo en reactores con agitacion lenta seguida por
separacion usando filtracion. El paso final de purificacion consiste en precipitar y lavar

las pectinas con alcohol, secar y pulverizar el precipitado.
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Dadas las facilidades de nuestro laboratorio, se realizaron tres ensayos de extraccion de
pectina tomando como base algunas referencias bibliogréaficas, con el objeto de probar
el rendimiento a una escala de 20 gr y plantear posteriormente un disefio experimental
para mejorar el rendimiento de extraccion en cantidades superiores a 1 kg. La tabla 5

presenta las condiciones del ensayo inicial y las caracteristicas de los productos.

Tabla 5. Ensayos de extraccion de pectinas a diferentes condiciones experimentales.

Ensayo Condiciones Peso bruto de producto Observaciones
Peso material 20 gr himedo 0,54 gr Pasta  color crema,
pH 1,73 quebradiza.

Temperatura 90°C
Agitacion 500 rpm

1 Agente acidificante HsPO,

Agente precipitante Etanol 4:1

Tiempo 30 min

Relacion material: solvente 1:10

Peso material 20 gr himedo 1,24 gr Requiere nuevos

pH 1,73 lavados y

Temperatura 90°C reprecipitacion, material
5 Agitacion 500 rpm pigmentado.

Agente acidificante H3PO,

Agente precipitante Etanol 4:1

Tiempo 60 min

Relacién material: solvente 1:10

Peso material 20 gr himedo 1.45¢r Requiere nuevos

pH 1,73 lavados y

Temperatura 70°C reprecipitaciéon, material
3 Agitacion 1000 rpm pigmentado.

Agente acidificante Acido citrico
Agente precipitante Etanol 4:1
Tiempo 60 min

Relacién material: solvente 1:5

Considerando las variables (tiempo, temperatura, pH y relacion material vegetal:
solvente) se desarrollé un disefio un experimento factorial completo (2*) de cuatro
factores a dos niveles, para definir las variables activas, sobre el rendimiento de la
extraccion de pectinas y las caracteristicas funcionales del producto, como se expresa

en la tabla 6.

Las mediciones de pH, se realizaron por medio de un potenciometro (Handylab pH 12,
Schott-Gerdate GmbH, Mainz, Germany). Los reactivos, para la extraccion de pectinas
(Acido fosforico, A. citrico y alcohol etilico) se adquirieron grado analisis de la marca
Merck GmbH, Darmstadt, Alemania.
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Tabla 6. Disefio experimental factorial 2* para optimizacién de condiciones de extraccién de sustancias
insolubles en etanol en condiciones de laboratorio.

Corrido experimental Temperatura pH Relacion materia  Tiempo (h)
(°C) organica /solvente
1 65 2 01:10 1
2 65 2 01:10 3
3 75 2 01:10 1
4 65 1 01:20 3
5 70 1,5 01:15 2
6 65 1 01:20 1
7 65 1 01:10 1
8 65 2 01:20 1
9 75 2 01:10 3
10 65 1 01:10 3
11 75 1 01:20 1
12 65 2 01:20 3
13 75 1 01:20 3
14 75 1 01:10 1
15 75 1 01:10 3
16 75 2 01.20 1
17 75 2 01:20 3

Los ensayos de extraccion en cantidades superiores a 1 Kg de material vegetal se
realizaron en una unidad de extraccién de material vegetal que posee la las siguientes
caracteristicas técnicas: El proceso de obtencion de pectinas requiere a su vez de varios
procesos independientes, a realizarse en modo secuencial: calentamiento, filtracion y
separacion de solidos, almacenamiento de la solucion para agregar un 75% del volumen
adicional de Etanol, enfriamiento a 5°C, decantado, extraccion del decantado y posterior
filtracion y extraccion de un porcentaje de su humedad. Todas las piezas y elementos
que estuvieron en contacto directo con el material en el proceso fueron fabricados en
materiales de baja susceptibilidad a la corrosion, acero inoxidable 304. Los elementos
gue no hacen contacto directo con el material en proceso, como las bases de soporte
fueron fabricadas en acero estructural y recubiertos con base anticorrosiva y pintura
para evitar dafos. El Disefio, construccion e instalacion de los equipos fue realizado por

la compafiia de ingenieria Dimaq (Colombia, 2009).
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3.2.1.2 Hidrodestilacion de AE de residuos agroindustriales

Cuando se usa vapor saturado o sobrecalentado, fuera del equipo principal, es llamado
“destilacion por arrastre de vapor” [148]. Cuando se usa vapor saturado, pero la materia
prima esta en contacto intimo con el agua generadora del vapor, se le Ilama
“hidrodestilacion”. Cuando se usa vapor saturado, pero la materia no esta en contacto
con el agua generadora, sino con un reflujo del condensado formado en el interior del
destilador y se asume que el agua es el agente extractor, se le denomina
“hidroextraccion” [155]. En esta memoria, se adoptara el término hidrodestilacién, para
definir el proceso para obtener el aceite esencial mediante el uso de vapor a presion
atmosférica, a partir de RAIC previamente cortados y en base himeda. La generacion
de vapor forma parte del recipiente donde se almacena el material vegetal, el vapor
efluente, que extrae al aceite esencial estd a presion atmosférica y el material vegetal
forma un lecho compacto por el que se transmite el calor uniformemente mediante la
utilizacion de una manta de calentamiento. El proceso se describe de esta manera:
conforme se calienta el agua y el lecho vegetal se libera el aceite esencial contenido y
éste, a su vez, debido a su alta volatilidad se evapora. Al ser soluble en el vapor
circundante, se “arrastra”, corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador. La mezcla,
vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia un condensador, mediante un “cuello de
cisne” o prolongacion curvada del conducto de salida del hidrodestilador. En el
condensador, la mezcla se condensa y enfria hasta temperatura ambiente. A la salida del
condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable. La cual, se separa en un
decantador de vidrio refrigerado formando dos fases, una acuosa también llamada agua
floral y otra fase que forma propiamente el aceite esencial. Posteriormente, los AE se
retiraron del recipiente, se secaron con Sulfato de sodio anhidro (NaSO4, Merck,
Darmstadt, Alemania.), se filtraron y se conservaron enviales de vidrio con tapa/septa
de PTFE/Silicona (Supelco. Bellefonte, EE.UU) a -20 °C.

Posterior al pesaje, Cascaras de naranja Valencia y mandarina Clementina, exprimidas
industrialmente se trituraron en una licuadora industrial de gran volumen, este material
se humecto con 1 litro de una solucion al 5% (p/v) de cloruro de sodio (NaCl,
comercial) (Relacion peso/volumen 1:1) para que durante el proceso de calentamiento

se produzca un efecto salting-out y mejorar la liberacion de los compuestos organicos
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volatiles, posteriormente las cascaras molidas se cargaron en un hidrodestilador, de tal
manera que formen un lecho compacto, en este caso se utilizaron dos tipos de
hidrodestiladores con el objeto de medir rendimientos y obtener cantidades en el orden
de 100 ml de aceite, La trampa 1 se utilizo para medir el contenido de AE en el material
vegetal, segun método oficial BP 2007. Adicionalmente, se utilizo la trampa 2 (para
aceites menos densos quel agua) para hidrodestilar a una escala mayor y con una mayor
simplicidad en la operacion del montage, segin método oficial USP 32 NF27. La figura

14 representa las trampas utilizadas.

Figura 14. Equipos utilizados para la obtencion de aceites esenciales.

Trampa 1, hidrodestilacion de AE segin British Trampa 2, hidrodestilacion de AE segin United States
Pharmacopoeia 2007. Pharmacopoeia, USP 32 NF27.
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Los AE obtenidos de residuos mediante la aplicacion de las tecnologias de exprimido
mencionadas se disolvieron en metanol grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania)
logrando una concentracion del 30%, las muestras se colocaron en un automuestreador

en viales color &ambar para su posterior inyeccion en GC.

3.2.2 Picnometria de AE

La determinacion de la densidad de los AE obtenidos se realizé mediante el uso de un

picnémetro tipo Gay-Lussac de 25 ml, precision + 0.004 g/cm® (BlauBrand®, Brand,
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GmbH, Wertheim, Germany), este instrumento consta de un recipiente calibrado por el
fabricante en su volumen a una temperatura especifica. Antes de su uso el recipiente se
limpio con mezcla sulfocromica preparada en el laboratorio, segin método (Merck,
2005). Se procedio a pesar el picndmetro vacio (my), se introdujo una cierta cantidad de
liquido hasta el enrace y se pes6 de nuevo (m;), La muestra se atempero a 20 °C para
realizar los pesajes. El cociente de ambos pesajes produjo el peso del aceite en el
recipiente, el cual se dividio por el volumen calibrado del picndmetro (25,256 ml), para

obtener la densidad de las muestras en unidades de gr/ml a 20 °C.

El Pesaje analitico de reactivos y material de vidrio, se realizo en una balanza Ohaus
Explorer (USA, 2000), con una precision d: 0,1 mg.

3.2.3 Analisis de zumos y aceites esenciales mediante cromatografia de

gases

3.2.3.1 Instrumentacién

La adquisicion de los cromatogramas y espectros de masas se realiz6 utilizando las
siguientes condiciones generales: Cromatografo de gases Agilent technologies 7890
(Wilmington, Delaware, EE.UU), equipado con automuestreador ALS 7683B y detector
selectivo de masas MSD 5975C, el gas de arrastre usado en todos los experimentos fue
Helio UAP 5,0. Se utilizaron dos columnas capilares, asi mismo, se modificaron las
condiciones de operacidén cromatograficas y de adquisicion de masas, estas condiciones
se mencionan en cada caso. Para efectos de cuantificacion de componentes se utiliza
normalizacion de aéreas a partir del factor de respuesta del n-undecano, y se procedio a
determinar porcentajes relativos de aéreas. Este procedimiento permitié conocer la
relaciébn de concentracion de cada componente en las muestras, siendo posible
determinar adecuadamente la variabilidad de la composicion dado el objetivo del

estudio.
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3.2.3.2 Implementacion de un método para el anélisis de volatiles mediante
HS/SPME para zumos

Los zumos se sometieron después de descongelacién a microextraccion en fase solida.
Dadas las caracteristicas de los analitos y sus cantidades relativas se requirio de la
optimizacion de las condiciones de analisis, se llevé a cabo variando las cantidades de
muestra: 5,0, 7,5, 9,0 ml en viales de headspace de 15 ml, se utilizo la suma total de las
areas de todas la sefiales como criterio de seleccion para las mejores condiciones a lo
largo del desarrollo del procedimiento. EI muestreo de los volatiles se optimiz6 a partir
de la seleccion de dos fibras de microextraccion: polidimetilsiloxano (PDMS) y
divinilbenceno/Carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). Las fibras se
acondicionaron en el puerto de inyeccion del GC, como lo recomenienda el fabricante
(Supelco, North Harrison, EE.UU.). La eleccion de la fibra optima para la extraccion de
analitos se llevd a cabo a temperatura ambiente con una proporcion (1/1) para
volimenes de muestra/espacio de cabeza, en ambas ocasiones el equilibrio y la
extraccion se fijaron en 1 h con una velocidad de agitacion constante (800 rpm). El
tiempo de equilibrio para el analisis de la muestra se seleccion6d por variacion del
tiempo (15 a 60 min). El tiempo y la temperatura de extraccion se determind mediante
un experimento combinando cuatro temperaturas diferentes: 20, 30, 40, 50 ° C y siete
tiempos de muestreo: 15, 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 360 min. Para conseguir
efecto salting-out, se aplicaron 100 pl de solucion saturada de NaCl. Después del
muestreo, de fibra de SPME se inserto en el inyector del GC a 260 °C para la desorcion
de los volatiles (1 min). Todos los experimentos se realizaron a tres replicas y los

resultados se reportan como la media de ellos.

Para el desarrollo de este método se utilizd un patron de AE de mandarina Italiano
(Citrus reticulata, Fluka FCC, Kosher, Sigma-Aldrich, Milwaukee, EE.UU) y muestras
de m. Clementina y n. Valencia propias. Se selecciono la triple fibra DVB/CAR/PDMS
debido a su buen desempefio cuantitativo y cualitativo dada la amplia capacidad de
extraccion de metabolitos. La optimizacion del tiempo de equilibrio se hizo a
temperatura ambiente y la maxima respuesta MSD se midié después de un tiempo de
equilibrio de 40 minutos. Las condiciones Optimas de extraccion para el andlisis de las

muestras se establecieron asi: tiempo de extraccion de 120 minutos a 40 °C, la figura 15
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muestra la relacion entre la temperatura y el tiempo de extraccion con la respuesta total
del detector. El coeficiente de variacién (CV) calculado sobre la base del area total de
los picos que se obtuvo a partir de la sefial MSD para las muestras fue de 3,32% <CV
<4,45% indicando que el instrumento y el método son fiables. De la misma manera, el
CV de los compuestos méas importantes (en términos de limoneno) fue siempre inferior
al 3%.

Figura 15. Respuesta cromatografica para extraccion de volatiles de zumos de m. Clementina con una
fibra DVB/CAR/PDMS
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Los analisis se realizaron utilizando dos columnas capilares: HP-IMS 1%
fenilpolimetilsiloxano (PMS) y HP-5MS 5% PMS, ambas columnas fueron del mismo
fabricante y con las mismas dimensiones (30 m, 0,25 mm de diametro, espesor de la
pelicula 0.25 um, J&W Scientific, EE.UU.). El uso de ambas columnas con diferente
polaridad en las fases estacionarias permitié: (a) para resolver la superposicion de los
compuestos que, lamentablemente podrian coeluir, y (b) una mejor identificacion de los
componentes mediante el calculo de indices de retencion relativos (IRR). La
temperatura del horno se programé desde 40 °C (8 min) a 200 °C con una rata de
calentamiento de 5 °C/min y luego permanecio isotérmicamente a 200 °C para finalizar
el anélisis. La temperatura del inyector se establecio en 260 °C, en modo Split (150:1,
usando un liner SPME 0,75 mm, Agilent 5188-6471). Las temperaturas del MSD en la
camara de ionizacién y cuadrupolo se programaron en 230 y 150 °C, respectivamente.
Los espectros de masas y la corriente total de iones (TIC) se adquirieron en modo scan
a 4.70 scans ' con una energia de ionizacion de 70 eV, en el rango de masas m/z 30-
350. Las sefales cromatograficas se controlaron por su homogeneidad, con la ayuda de

iones extraidos de fragmentos de caracteristicos para optimizar la resolucion, la simetria
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de las sefiales, y la identificabilidad de los compuestos. Las aéreas de los compuestos se
normalizaron mediante estandarizacion interna (ISTD) con undecano (10 pl, 2000

ppm/pentano. Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO. EE.UU.)
3.2.3.3 Andlisis de aceites esenciales mediante inyeccion liquida

Las muestras de AE se inyectaron a un volumen de 1ul y a una concentracion del 30%,
siguiendo las mismas condiciones instrumentales descritas en 3.2.3.2. Naturalmente
cambiando el liner por uno apto para la inyeccion split de muestras liquidas (150:1,
usando un liner de 4 mm, Agilent 5183-4711).

3.2.3.4 ldentificacion mediante espectrometria de masas y Analisis

Multivariado (PCA) de componentes volatiles

La identificacion de los componentes se basé: (a) en la comparacién de IRR en dos
columnas, las cuales se calibraron con una serie de C;-Cyg n-alcanos (Supelco, North
Harrison Road, Bellefonte, PA) por interpolacion lineal utilizando un software para la
decomvolucion automatica de los espectros y el procesamiento de las sefiales (AMDIS
2.68). Ademas, en algunos casos se utilizaron las siguientes bases de datos: (a)
http://www.pherobase.com/database/kovats/kovats-index.php; (b) NIST/EPA/NIH 2008
y (c) http://webbook.nist.gov/chemistry (d) comparacion con indices de retencion y
espectros segun Adams, R.P; 2001 [156] y (e) comparacion con espectros de sustancias

de nuestra coleccién de estandares.

Los volatiles identificados se someteran por analisis multivariado de componentes
principales (Principal component analysis, PCA), para determinar marcadores de
cambio en la composicion dada la significancia de la variabilidad de las variables en la
matriz de correlacion, se tendran en cuenta los factores: técnicas de extraccion de zumos
y especie vegetal (AE y fraccion volatil en zumos), para este efecto, no se tendran en
cuenta las sustancias traza (<0,001%). Se utilizara el software Minitab® 16. 1.0.

3.3 Resultados y discusién
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3.3.1 Extraccion de pectina

En los ensayos iniciales de optimizacion de extraccion, se partio de un material
constituido por una mezcla de albedo y flabedo humedos (50 gr; H.R: 70,36%). A
diferencia de algunos autores, se partid del material himedo, para reducir el gasto
energeético por secado, ya que posteriormente este material se rehidrata. Segun los datos
obtenidos y a partir del analisis del disefio experimental, se observa que los parametros
que tienen un mayor efecto en el rendimiento de extraccion de sélidos insolubles en
etanol (potencialmente pectinas) son el tiempo de hidrélisis y la relacién materia
orgénica/volumen de solvente; encontrdndose en general, mejores rendimientos a
medida que se aumenta el tiempo de hidrolisis. En la figura 16 se representan
graficamente los efectos de cada variable en el proceso, estos datos muestran los
cambios generados por cada factor con respecto a la variable respuesta rendimiento,
como se observa, en las condiciones experimentales empleadas, el tiempo de hidrolisis
mejora el rendimiento, mientras que otros factores como el pH podrian dar lugar a su
disminucion (sin embargo este efecto no es estadisticamente significativo),
posiblemente por la hidrolisis de grupos susceptibles como los esteres.

Figura 16. Estimacion de los efectos principales que afectan el rendimiento en la extraccion de sustancias

insolubles en alcohol.
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Estos resultados muestran rendimientos superiores al 10 % Yy a tiempos superiores a tres

horas como se observa en la tabla 7, lo cual estd de acuerdo con las expectativas de

rendimiento para este tipo de procesos, al comparar con lo descrito por otros autores

[157], [158], [159], [160], incluso, teniendo en cuenta que se partié de material intacto,

se obtienen solidos con color crema claro bastante adecuado para el propoésito de los

objetivos y comparativamente muy parecido al de las pectinas comerciales. El corrido
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experimental numero 11 reporté un rendimiento del 15% que no estad de acuerdo a
comportamiento estadistico de los resultados, por ello no se tuvo en cuenta.

Tabla 7. Rendimiento en la extraccién de sustancias insolubles en alcohol, segin disefio experimental
factorial 2*

e, TemRIS g Sead6n s ot pendimieno
1 65 2 01:10 1 3,1
2 65 2 01:10 3 7,6
3 75 2 01:10 1 8
4 65 1 01:20 3 13,7
5 70 15 01:15 2 3,7
6 65 1 01:20 1 7,2
7 65 1 01:10 1 3,2
8 65 2 01:20 1 3,2
9 75 2 01:10 3 8,5
10 65 1 01:10 3 12,7
11 75 1 01:20 1 15
12 65 2 01:20 3 11,8
13 75 1 01:20 3 13,4
14 75 1 01:10 1 43
15 75 1 01:10 3 10,7
16 75 2 01.20 1 6,2
17 75 2 01:20 3 12,9

El rendimiento de la extraccidn de pectina es similar a los reportados para otras fuentes
de residuos de citricos, donde se encuentran rendimientos del 16.9% para la naranja
Navel, del 20.0% para la naranja Valencia, del 23.02% para la naranja dulce y del
16.01% para la mandarina Satsuma. Para la toronja en base seca se han informado
rendimientos del 28.4-33.7% [159].

3.3.2 Hidrodestilacion de aceites esenciales

La densidad es una magnitud que expresa la relacion entre la masa y el volumen de un
cuerpo. La densidad es una magnitud intensiva. Por lo que permite caracterizar a una
sustancia diferenciandola de otras. Los cambios apreciables en la densidad permiten

suponer que en relacion a la masa, la composicion de los aceites hidrodestilados en
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ambas especies es diferente, la variacion de la densidad dado el experimento de
extraccion de zumos es significativa, por que se observan diferencias en el orden de
0.015 y 0.028 centésimas, en las dos especies como se observa en la tabla 8.
Adicionalmente, también se aprecian cambios en cuanto al contenido de AE en los
residuos vegetales, hay pérdidas significativas en los rendimientos, estos deltas en el
rendimiento se hacen notorios al comparar los residuos de ambas tecnologias,
reportando valores de 0.067 y 0.164 (Clementina y Valencia) que representan pérdidas
del 23.26 y 33.33% (respectivamente) en AE cuando se emplea tecnologia Zumex, lo
cual es bastante considerable dado que en el contexto general, el rendimiento de estos
aceites es bastante bajo y ademas se trata de un sistema multicomponente.

La diferencia entre los valores de densidad y rendimiento estan relacionados con el
efecto mecanico dada la relacién entre los frutos y el principio de funcionamiento de las
maquinas, por ello, es importante mencionar que en virtud de las notorias diferencias
que existen entre los tejidos de la piel y al diametro de frutos de ambas especies
vegetales, los resultados no estan asociados a la forma en que las maquinas afectan a
cada una de las especies en particular, por el contrario se puede observar que estos
equipos operan produciendo zumos Yy residuos en forma caracteristica, no importando
las particularidades de cada especie, lo cual es relevante dado el alto valor de las
propiedades organolépticas y funcionales, incluso la trazabilidad y denominacién de
origen en el mercado internacional de zumos frescos y procesados, naturalmente,

también para la seleccién de tecnologia y residuos para la explotacion comercial de AE.

Tabla 8. Densidad y rendimiento de aceites esenciales hidrodestilados en base himeda (69,45 %H).

Material vegetal Densidad (n:3) £ SD (gr/ml) 20 °C (%) Rendimiento (n:3) + SD
m. Clementina ZUMEX 0,859 + 0,003 0,221 + 0,003
m. Clementina FMC 0,844 £ 0,002 0,288 + 0,006
n. Valencia ZUMEX 0,876 + 0,005 0,328 + 0,004
n. Valencia FMC 0,848 £ 0,005 0,492 + 0,003

El impacto tecnoldgico sobre las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (funcionales)
en zumos de citricos ha sido poco difundida, en particular, un estudio realizado en dos
clones de limon (Citrus limon, clones: Verna y Fino) y tres tecnologia de extraccion

(Expresion manual, FMC e Indelicato System) muestra un comportamiento diferencial
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en cuanto a la sensibilidad que poseen algunos grupos de sustancias a estos modos de
extraccion [161], [162], obteniéndose marcadas diferencias, en acuerdo con algunos de

nuestros resultados.

3.3.3 Composicion quimica de aceites esenciales hidrodestilados

Estos materiales presentaron diferencias significativas respecto a la composicion
porcentual de los constituyentes en la mezcla total de volatiles, se observa como el
limoneno (compuesto mayoritario) reporta cambios cuantitativos de méas del 20%
cuando se emplean las dos técnicas de extraccion en ambas especies vegetales. Es
bastante notorio que en estos aceites esenciales las sustancias mas sensibles al proceso
de extraccion de los frutos se dan a indices de retencion superiores a 1100 (HP-5ms),
ver anexo 1, zona en donde es comdn encontrar monoterpenos oxigenados y
sesquiterpenos al final de los cromatogramas, estas sustancias se encuentran
notoriamente deprimidas en los aceites extraidos de residuos producidos por maquinas
zumex Yy en forma contraria, abundan en aceites de residuos de maquinas fmc, de hecho,
el aspecto de los cromatogramas de los AE de mandarina relacionados con esta Gltima
tecnologia presentan un perfil quimico similar al de un patron de aceite esencial de
Citrus reticulata (Fluka FCC) obtenido por expresion, lo que significa que FMC
produce residuos con un balance cuali-cuantitativo de componentes similar al que
originalmente se encuentra el aceite en los frutos. En la tabla 9 se observan los
compuestos que identifican a cada especie dadas las condiciones experimentales de
extraccion de zumo del estudio, adicionalmente, en el anexo 1 se observa como la
tecnologia de extraccion produce cambios cuantitativos criticos en metabdlitos que son
sensibles para cada una de las especies, pudiendo de esta forma establecer los
marcadores de tecnologia de extraccion para los residuos de naranja y mandarina en las
condiciones del estudio. Lo anterior es importante para definir la calidad y trazabilidad

de origen de los residuos y/o aceites.

En relacion al origen biogenético y a la amplia variabilidad estructural de los
componentes volatiles, el metabolismo terpénico en citricos expresa un quimiotipo bien

definido para cada una de sus especies, en este estudio, el quimiotipo esta dado en base
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al contenido de limoneno (94-97%, en condiciones normales, para ambas frutas), siendo
el grupo de los monoterpenos quien ocupa el segundo lugar en orden cuantitativo, con
representacion importante de alfa-tujeno, alfa y beta-pineno, beta mirceno y alfa-
fellandreno, igualmente entre los sesquiterpenos se destacan el selineno, valenceno,
biciclogermacrano, 10-epi-gama-eudesmol y germacrano B en el caso de naranja, y
(E,E)-alfa-farneceno, alfa-muuroleno, beta-copaeno y beta-farneseno en mandarinas. En
ambas especies aparecen también aldehidos muy comunes como octanal, decanal y

dodecanal, y alcoholes como n-octanol, linalool, 4-terpineol, alfa-terpineol, entre otros.

Mediante analisis multivariado (PCA) de los grupos de muestras de mandarina y
naranja se obtiene una dispersion que forma cuatro cluster, como se observa en la figura
17, dos de ellos estan diferenciados por el contenido de alfa-terpineol para m.
clementina y gama-terpineno en n. valencia, estos dos marcadores no definen la
identidad con exactitud quimotaxonémica pero clasifican las muestras segun
procedencia tecnoldgica y especie, como una adecuada distancia entre ellas, esta
diferenciacion viene dada por el hecho de que ambas técnicas imparten perdidas a cada
uno de estos marcadores en forma caracteristica, de esta manera se observan cambios
muy significativos al expresar estas diferencias como cocientes Fmc/Zumex (cF/Z) para
cada marcador, en n. Valencia cF/Z para gama-terpineno y alfa-terpineol es 111.48 y
0.97, respectivamente; en el caso de m. Clementina se obtuvieron cocientes de 1.10 y
10.07.

El perfil cromatografico identifica los aceites provenientes de las dos especies (en
zumos FMC) y establece en este caso, que los AE extraidos de residuos de extractores
Zumex no poseen una variabilidad amplia que permita obtener una distancia
significativa entre los clusters, como ocurre en las muestras de maquinas FMC, por ello,
los clusters de AE Zumex se definen principalmente con base al contenido de limoneno,
caracteristica que no muy util para la definir la identidad de la especie con base en el
quimiotipo de su aceite, lo cual se ha establecido para ambas especies vegetales, tanto
en condiciones tropicales y subtropicales. La distancia que existe entre los cuatro
grupos de muestras es suficiente para establecer el impacto tecnoldgico en los residuos
generados, aspecto que esta de acuerdo con las diferencias encontradas en la densidad

de los materiales.
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Tabla 9. Principales componentes identificados en AE de n. Valencia y m. Clementina provenientes de
residuos de dos tecnologias de extraccion de zumos.

IRR? Porcentaje relativo de aéreas + SD en AE de RAIC, n: 6

st Compuesto HP1 HP5 NV Zumex NV FMC MC Zumex MC FMC

1 2-butanona 571 594 0,003 + 0,00 0,008 + 0,00 ND ND

2 5-metilfurano 585 600 0,003 £ 0,00 0,002 + 0,00 ND ND

3 dimetilvinilcarbinol 600 623 0,003 + 0,00 0,013 + 0,00 ND ND

4 hexanal 7 802 0,003 £ 0,00 0,006 + 0,00 ND ND

5 furfural 808 836 ND ND 0,002+0,00  0,018+0,00
6 (E)-2-hexenal 813 841 0,003 £ 0,00 0,025 + 0,00 ND ND

7 (2)-3-hexenal 834 855 0,003 + 0,00 0,016 + 0,00 0,002+0,00 0,050 + 0,00
8 n-hexanol 847 871 0,003 + 0,00 0,014 + 0,00 0,002 +£0,0 0,040 + 0,00
9 isoamil acetato 856 877 ND ND 0,002 + 0,00 0,010 + 0,00
10  2-heptanona 864 892 ND ND 0,002+ 0,00 0,010 + 0,00
11 o-tujeno 920 924 0,003 + 0,00 0,438 + 0,00 0,019+0,00  0,010+0,00
12 1R-a-pineno 932 939 0,641 +0,02 2,573 +0,00 1,439+0,01 1,070 + 0,00
13 Campheno 945 954 0,003 + 0,00 0,021 + 0,00 0,010+0,00  0,010+0,00
14 2,6,6-trimetil-2-viniltetrahidropirano 957 972 ND ND 0,002 £ 0,00 0,030 £ 0,00
15  Sabineno 968 974 0,117 £ 0,02 0,176 £ 0,01 0,874 +0,0 0,250 + 0,03
16 p-Pineno 972 979 0,026 + 0,01 0,900+0,01 0,137 +0,006 0,080 +0,01
17 B-mirceno 987 992 2,33 £ 0,006 526 +0,11 4,93+0,01 4,21 +0,02
18  3-metilen-1,5,5-trimetilciclohexeno 991 995 ND ND 0,002+0,00 0,020 +0,00
19  Octanal 990 999 0,102 £ 0,01 0,110 + 0,00 0,249+0,01 0,020 +0,00
20  o-fellandreno 995 1001 0,084 0,01 0,214 + 0,00 0,180+0,00 0,260+ 0,00
21 delta-2-careno 996 1003 0,067 £ 0,01 0,001 + 0,00 0,174+0,00  0,210+0,00
22 a-Terpineno 1008 1017 0,040 £ 0,01 0,383 + 0,00 0,381+0,00 0,480+0,01
23 p-Cimeno 1015 1025 0,003 + 0,00 0,150 + 0,00 0,054 +0,01 0,060 0,00
24 limoneno 1021 1032 93,43+ 0,55 70,29 + 0,34 82,04+027  5513+0,20
25  B-ocimeno 1030 1037 0,051 £ 0,01 0,285 + 0,00 0,083+0,00 0,110+0,01
26 gama-Terpineno 1045 1060 0,122 £ 0,01 1360+0,016 0655+0,01 0,720 +0,00
27 n-octanol 1052 1068 0,308 + 0,02 0,085+0,009 0537+0,00 0,310 +0,01
28  (E)-linalool oxido 1066 1073 ND ND 0,002+0,00 0,110+0,01
29  Terpinoleno 1076 1089 0,052 £ 0,01 0,770+£0,001  0,228+0,00 0,740 + 0,00
30 linalool 1082 1097 1,047 £0,01 1,442+0,000 2,360+0,01  2,950+0,01
31 hotrienol 1087 1101 ND ND 0,033+0,00 0,040+0,01
32 nonanal 1089 1102 0,071 +0,01 0,039 £ 0,001 ND ND

33 1,3,8-p-mentatrieno 1096 1110 ND ND 0,011 £ 0,00 0,020 £0,01
34 (2)-p-Menth-2-en-1-ol 1099 1119 0,018 + 0,00 0,018 + 0,001 ND ND

35  B-terpineol 1127 1144 0,003 + 0,00 0,055+0,001  0,047+0,00 0,400 +0,01
36  isopulegol 1137 1150 0,003 + 0,00 0,009 + 0,001 ND ND

37  citronelal 1141 1153 0,003 + 0,00 0,060 + 0,001 ND ND

38  ocimenol 1141 1155 ND ND 0,002+0,00 0,010+0,00
39  (E)-B-terpineol 1152 1163 0,003 + 0,00 0,012 + 0,00 0,028 £0,00 0,060 + 0,00
40  4-terpineol 1168 1178 0,163 £ 0,02 0,386 + 0,01 1,414 +0,01 1,910 + 0,02
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a-terpineol
decanal

n-octil acetato
(E)-carveol
B-Citronellol
(2)-carveol

Nerol
o-metil-timol
(2)-citral

carvone

geraniol

n-decanol
(E)-citral
perillaldehido
Timol

cuminol
o-metoxi-acetofenona
d-elemeno
a-terpineol-acetato
citronellil acetato
neril acetato
a-copaeno

geranil acetato
B-cubebeno
B-elemeno
dodecanal
(2)-cariofileno
B-copaeno
B-farneseno
a-cariofileno
germacrano D
B-selineno
valenceno
biciclogermacrano
(E,E)-a-farneceno
a-muuroleno
delta-Cadineno
germacrano B
cariofileno epoxido
10-epi-gama-eudesmol
gama-eudesmol
a-cadinol
B-sinensal

a-sinensal

1179
1191
1197
1203
1213
1216
1218
1222
1224
1227
1237
1244
1252
1255
1273
1277
1279
1326
1338
1348
1350
1361
1365
1367
1378
1385
1403
1417
1429
1440
1471
1482
1486
1490
1491
1494
1519
1554
1567
1610
1608
1645
1676
1726

1189
1202
1214
1217
1226
1229
1231
1235
1238
1243
1253
1270
1272
1274
1290
1291
1291
1338
1349
1353
1362
1377
1381
1388
1391
1409
1410
1432
1443
1455
1485
1490
1496
1500
1502
1508
1523
1561
1583
1624
1632
1654
1700
1752

0,763 + 0,02
0,278 + 0,01
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
ND
0,041 +0,00
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
0,044 +0,01
0,019+0,01
0,026 + 0,01
0,003 +0,00
0,003 + 0,00
0,003 +0,00
0,003 + 0,00
0,003 +0,00
ND
0,003 +0,00
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
ND
0,003 + 0,00
0,019+0,01
0,003 + 0,00
ND
ND
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
0,003 + 0,00
0,021 +0,00
0,003 +0,00
ND
0,003 +0,00
0,003 + 0,00
0,003 +0,00
0,003 + 0,00
0,003 +0,00
ND
0,003 +0,00
ND
ND

0,743 £ 0,00
0,158 + 0,00
0,008 + 0,00
0,017 + 0,00
0,133+ 0,00
ND
0,074 + 0,00
0,087 + 0,00
0,026 + 0,00
0,014 + 0,00
0,024 + 0,00
0,001 +0,00
0,030 + 0,00
0,061 + 0,00
0,271 +0,00
0,015+ 0,00
0,010 + 0,00
0,045+ 0,00
ND
0,058 + 0,00
0,067 + 0,00
0,052 + 0,00
0,015 + 0,00
ND
0,046 + 0,00
0,018 + 0,00
0,055 + 0,00
ND
ND
0,042 + 0,00
0,173 £ 0,00
0,018 + 0,00
0,018 + 0,00
0,030 + 0,00
ND
0,026 + 0,00
0,077 £ 0,00
0,189+ 0,00
0,012 + 0,001
0,012 +0,00
ND
0,010+ 0,00
ND
ND

2,914 +0,01
0,496 + 0,00
0,002 +0,00
0,029 + 0,00
0,098 + 0,00
0,012 + 0,000
0,032 +0,00

ND

ND

ND

ND
0,120+ 0,01

ND
0,018 +0,01

ND

ND

ND

ND
0,002 +0,00

ND

ND
0,033 +£0,00

ND
0,013+0,01

ND
0,058 0,01
0,01+0,01
0,015+ 0,00
0,009 + 0,00
0,002 + 0,00
0,014 +0,00

ND

ND

ND
0,043+0,0
0,015+ 0,00
0,041 +0,00

ND

ND

ND
0,002 + 0,000

ND
0,015+ 0,00
0,142 +0,00

29,330 +0,17
0,300 + 0,00
0,110 +0,00
0,060 + 0,01

ND
0,040 + 0,00
0,130 +0,01

ND

ND

ND

ND
0,170+ 0,01

ND

ND

ND

ND

ND

ND
0,010 +0,00

ND

ND
0,050 + 0,00

ND
0,010 + 0,00

ND
0,070 + 0,00
0,030 +0,00
0,020 + 0,00
0,020 +0,00
0,010 + 0,00
0,020 +0,00

ND

ND

ND
0,060 + 0,00
0,020 + 0,00
0,060 + 0,00

ND

ND

ND
0,010 + 0,00

ND
0,020 + 0,00
0,110 +0,00
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! Numeracién de las sefiales cromatogréficas identificadas.
2 Indices de retencién relativa en dos columnas capilares.
ND: No detectado.

Figura 17. Componentes principales de AE de n. Valencia y m. Clementina provenientes de residuos de
dos tecnologias de extraccién de zumos.

Dispersion de muestras de AE hidrodestilados
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3.3.4 Composicion quimica de la fraccion volatil de zumos de n. Valencia y
m. Clementina mediante HS/SPME/GC/MS

Algunos investigadores han estudiado compuestos volatiles de citricos utilizando
diferentes métodos analiticos y como resultado de esto se han descrito méas de 200
componentes responsables del aroma y sabor [163]. Todos los compuestos volatiles
identificados en los zumos dadas las condiciones experimentales se han reportado
previamente en las dos especies de citricos estudiadas [164] como se aprecia en la tabla
10. No obstante, el perfil quimico de la fraccion volatil en estos zumos presentd
diferencias significativas como puede verse en el anexo 2, encontrandose igualmente,
como en el caso de los AE hidrodestilados del numeral anterior, tres zonas de hallazgos
bien diferenciadas en los cromatogramas, en este caso, la fraccion de monoterpenos
presenta una composicion cualitativa similar en los zumos de ambas tecnologias, y
respecto a la zona de monoterpenos oxigenados y sesquiterpenos se encuentra la
principal variabilidad cuali-cuantitativa. El analisis HS-SPME/GC/MS condujo a la
identificacion de 69 compuestos representativos que representaron mas del 99,34 % de
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la fraccion volatil total identificada para todas las muestras, lo cual permite establecer
adecuadamente el impacto tecnoldgico en la calidad organoléptica de estos productos.

Los zumos de la técnica Zumex presentan componentes volatiles principales en ambas
especies, monoterpenos ciclicos (95% y 97%, en naranja y mandarina,
respectivamente), representados principalmente por limoneno; los monoterpenos no
ciclicos (0,03% y 0,75), principalmente B-mirceno; compuestos no terpénicos (0,50% y
0,61), principalmente n-octanal y n-decanal; y sesquiterpenos (0,87%), principalmente
a-copaeno, trans-cariofileno y valenceno en naranja, y en mandarina (0,05%),
representados por delta-cadineno y (E,E)-alfa-farneceno. Para la tecnologia FMC los
componentes  volatiles presentaron una  distribucion  porcentual diferente,
aproximadamente, los monoterpenos ciclicos (91,40% y 93,20%, en naranja Yy
mandarina, respectivamente), representados por limoneno, beta-mirceno, beta-pineno,
sabineno y 1R-alfa-pineno; los compuestos no terpénicos (2,66% y 2,47%),
principalmente n-octanal y n-decanal. Otros componentes como monoterpenos no
ciclicos, sesquiterpenos y sus productos oxigenados se encuentran drasticamente
deprimidos, sin destacarse alguno en particular. Otros compuestos reportados en la tabla
10 se identificaron especificamente en cada especie y constituyen la base metabdlica

para su identificacion.

Los consumidores juzgan la aceptabilidad de alimentos en gran medida sobre la base del
sabor y el aroma. Estas dos propiedades estan constituidas por reacciones complejas del
gusto y receptores olfativos con compuestos en el alimento. Algunos compuestos en la
fraccion volatil de zumos de citricos estan relacionados con descriptores sensoriales.
Asi, una mezcla compleja tendra una respuesta compleja. Al comparar el total del area
cromatografica de las muestras, se obtiene que los zumos de tecnologia fmc presentaron
una fraccién volatil muy baja en condiciones HS (13,45% y 11,62%, para naranja y
mandarina, respectivamente) respecto a los zumos zumex. De esta manera, se observa
que los zumos zumex presentan un alto contenido de aceite esencial, expresado por una
relacién de aéreas totales zumex:FMC, fue aproximadamente 9:1 en todos los casos.
Estos hallazgos podrian estar relacionados con la compleja calidad sensorial de los

zumos, la cual podria explicarse por la mayor presencia de compuestos relacionados con
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descriptores de pungencia en boca (irritante), oleoso y notas verdes para productos

Zumex.

Tabla 10. Compuestos volatiles extraidos mediante HS/SPME de N. Valencia y m. Clementina), usando
extractores industriales de zumos. Porcentajes relativos de area (%) = SD (n= 6).

IRR? Porcentaje relativo de aéreas normalizadas + SD en zumos

st Compuesto HP1  HP5 NV ZUMEX NV FMC MC ZUMEX MC FMC

1  2-butanona 571 594 0,01 + 0,000 0,04 + 0,004 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
2 5-metilfurano 585 600 0,03 + 0,000 0,02 £ 0,016 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
3 Dimetilvinilcarbinol 600 623 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
4 Hexanal e 802 0,01 + 0,000 0,05 + 0,025 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
5  Furfural 808 836 0,12 + 0,000 0,07 £ 0,061 0,01 £ 0,000 0,00 + 0,000
6 o-Tujeno 920 930 0,00 + 0,000 0,33 £0,190 0,14 £ 0,010 0,05+ 0,010
7 1R-a-pineno 932 939 0,34 + 0,000 4,00 £ 0,220 0,00 + 0,000 9,64 + 0,070
8  Camfeno 945 954 0,32 + 0,000 0,11 0,160 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
9  Sabineno 968 974 0,01 + 0,000 2,23+1,282 0,17 £ 0,041 5,54 +0,159
10  B-Pineno 972 979 0,03 + 0,000 4,58 + 2,638 0,00 + 0,000 7,11+0,238
11 B-Mirceno 987 992 0,02 + 0,000 4,67 £ 0,688 0,80 £ 0,017 5,95 + 0,098
12 Octanal 990 999 0,05 + 0,000 1,09 +£0,614 0,31 +0,007 1,09 +£0,028
13 a-Phellandreno 995 1001 0,01 + 0,000 1,13 +0,647 0,01 £ 0,000 1,33 + 0,007
14  delta-2-careno 996 1003 0,03 + 0,000 0,27 £ 0,145 0,03 £ 0,000 0,27 + 0,036
15 o-Terpineno 1008 1017 0,02 + 0,000 0,06 + 0,033 0,02 £ 0,000 0,07 £ 0,010
16  p-Cimeno 1015 1025 0,05 + 0,001 0,09 £ 0,045 0,05 £ 0,002 0,00 + 0,000
17  limoneno 1021 1032 95,35 + 0,080 76,08 + 0,097 97,51 + 0,034 65,49 + 0,127
18  B-Phellandreno 1028 1032 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,01 + 0,000
19  (2)-p-Ocimeno 1030 1037 0,09 + 0,001 0,09 + 0,052 0,01 +0,001 0,09 + 0,004
20  (E)-B-Ocimene 1035 1049 0,01 +0,001 0,01 +0,003 0,00 + 0,000 0,01 + 0,000
21  y-Terpineno 1045 1060 0,17 + 0,001 0,17 £ 0,099 0,04 £ 0,004 0,17 £ 0,015
22 (2)-sabineno hidrato 1053 1069 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 0,000 0,00 + 0,000
23 p-menta-3,8-dieno 1064 1073 0,00 + 0,001 0,00 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
24 Terpinoleno 1076 1089 0,12 + 0,001 0,11 + 0,066 0,01 + 0,000 0,12 +0,010
25 Linalool 1082 1097 0,39 + 0,001 0,89 £ 0,444 0,39 + 0,005 0,89 +0,184
26  (E)-sabineno hidrato 1088 1100 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
27  a-Campholenal 1111 1130 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
28  (E)-Limonene oxide 1121 1139 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
29  Camphene hydrate 1131 1149 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
30 Citronelal 1141 1153 0,00 + 0,001 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
31 Pineno oxido 1138 1157 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
32 Phellandral 1151 1159 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
33 (E)-B-terpineol 1152 1163 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
34 4-Terpineol 1168 1178 0,34 £ 0,001 0,34 £0,198 0,04 £ 0,007 0,14 + 0,059
35 a-Terpineol 1179 1189 0,85+ 0,001 0,85+ 0,488 0,02 £ 0,002 0,05 + 0,003
36  phellandreno epoxido 1182 1191 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
37  (2)-piperitol 1185 1195 0,00 + 0,002 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
38  Muyrtenol 1176 1194 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
39 matil-alfa-ciclogeraniato 1180 1200 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
40 Decanal 1191 1202 0,46 + 0,001 1,57 +0,810 0,29 + 0,003 1,38 +0,074
41 (E)-Piperitol 1103 1210 0,00 + 0,001 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
42 p-Citronellol 1213 1226 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
43  Carvona 1227 1243 0,00 + 0,001 0,00 0,001 0,01 + 0,000 0,00 + 0,000
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44 etil-salicilato 1250 1272 0,00 + 0,001 0,00 £ 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
45  Perillaldehido 1255 1274 0,36 + 0,001 0,06 + 0,001 0,01 +0,000 0,00 + 0,000
46 Timol 1273 1290 0,00 + 0,001 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
47  Cuminol 1277 1291 0,00 + 0,001 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
48  o-metoxi-acetofenona 1279 1291 0,00 + 0,001 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
49  §-Elemeno 1326 1338 0,00 + 0,001 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
50  o-cubebeno 1330 1351 0,00 + 0,001 0,00 £ 0,001 0,01 +0,000 0,00 + 0,000
51  a-copaeno 1361 1377 0,12 +0,001 0,02 £0,001 0,01 +0,000 0,02 +0,010
52  B-cubebeno 1367 1388 0,00 + 0,001 0,00 £ 0,001 0,00 + 0,000 0,53 +0,015
53  Dodecanal 1385 1409 0,00 + 0,001 0,00 £ 0,001 0,02 + 0,000 0,00 + 0,000
54 a-(Z)-bergamoteno 1394 1415 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
55  (E)-cariofileno 1402 1420 0,44 + 0,001 0,04 £0,022 0,00 + 0,000 0,04 + 0,000
56  a-(E)-bergamoteno 1417 1436 0,00 +£0,001 0,00 + 0,000 0,01 +0,000 0,00 + 0,000
57  (2)-o-Bisaboleno 1419 1438 0,00 +£0,001 0,00 +0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
58 a-cariofileno 1440 1455 0,00 + 0,001 0,00 +0,001 0,01 + 0,000 0,00 + 0,000
59  Germacrano D 1471 1485 0,00 + 0,001 0,00 +0,001 0,01 + 0,000 0,00 + 0,000
60 pB-Selineno 1482 1490 0,00 + 0,001 0,00 +0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
61 valenceno 1486 1496 0,31 +0,001 0,11 +0,020 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
62 biciclogermacrano 1490 1500 0,00 +£0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
63  p-lonona 1475 1494 0,00 +£0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
64 (E,E)-alfa-farneceno 1491 1504 0,00 +£0,001 0,00 +0,001 0,02 + 0,000 0,00 + 0,000
65 a-muuroleno 1494 1508 0,00 + 0,000 0,00 +0,001 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
66 §-cadineno 1519 1523 0,00 + 0,001 0,00 + 0,000 0,03 £ 0,000 0,00 + 0,000
67  (E)-Nerolidol 1543 1564 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
68 p-Sinensal 1676 1700 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000
69  o-sinensal 1726 1752 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000 0,00 + 0,000

*Numeracién de las sefiales cromatograficas identificadas.
? Indices de retencion relativa en dos columnas capilares.
ND: No detectado

El analisis multivariado, PCA del grupo de muestras presento una dispersion semejante
al grupo de AE, se forman cuatro cluster, como se observa en la figura 18, a su vez
diferenciados por marcadores de identidad de especie, los cuales se encuentran en una
relacion cuantitativa definida por la tecnologia de expresion, valenceno y alfa-terpineol
para n. valencia y 1R-alfa-pineno y sabineno para mandarina clementina. En zumos,
estas tecnologias producen comparativamente perdidas de contenido de muchos de los
componentes, en el caso del limoneno, se observan perdidas de aproximadamente de 20
y 31% en naranja y mandarina, respectivamente. Los cluster que caracterizan a las
muestras de tecnologia zumex presentan mayor relacion con el componente limoneno,
cuya concentracién es mayor en ambas especies y ademas posee una relacion inversa

con los marcadores mencionados anteriormente.
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Figura 18. Componentes principales de volétiles de zumos de n. Valencia y m. Clementina obtenidos por

dos tecnologias de extraccion.
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4.  ANALISIS METABOLOMICO EN DOS INDICES DE
MADURACION Y CINCO PROCEDENCIAS DE CULTIVO

4.1 Introduccion

4.1.1 Relacion Metabolismo-Ambiente

El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos fisico-quimicos
que ocurren en una célula y en un organismo. Estos complejos procesos
interrelacionados son la base de la vida a escala molecular, y permiten las diversas
actividades de las células: crecer, reproducirse, mantener sus estructuras, responder a
estimulos, a condiciones de stress, etc. La economia de estas actividades celulares
impone sobre sus recursos la obligacién de organizar estrictamente las reacciones
quimicas del metabolismo en vias o rutas metabdlicas, donde una molécula precursora
(sustrato) es transformada en otra (producto), y esta a su vez funciona como sustrato
para generar otro producto, siguiendo una secuencia de reacciones bajo la intervencion
de diferentes complejos bioquimicos, obteniéndose asi, una expresion metabdlica. En el
estudio de la bioquimica vegetal hay de por medio una relacion eco-fisiolégica que
puede explicar la trayectoria que siguen diferentes procesos y caracteres como, procesos
fisiologicos, la base morfologica externa e interna, asi como las manifestaciones
bioquimicas y potencialidades genéticas a su vez correlacionadndolas con el ambiente
donde se desarrollan. Esta relacion eco-fisioldgica se ha modelado mediante la teoria de
los sistemas [165], en la categoria de los sistemas abiertos, en este caso la planta
intercambia materia y energia con el medio ambiente. Este sistema abierto esta
influenciado por el medio que lo rodea, por lo que todas sus funciones se ven afectadas
de una u otra manera por la temperatura, humedad, disponibilidad de agua, radiacion,
presidn atmosférica, etc. Esto quiere decir que las condiciones que lo rodean afectan el
funcionamiento de este sistema abierto, de manera que una especie cualquiera, natural o
cultivada en un ambiente determinado deberd ajustar sus mecanismos fisioldgicos y
morfoldgicos ante un ambiente cambiante, exhibiendo una respuesta 0 comportamiento
qgue se traduce morfolégica (altura, tamafio de hoja, productividad, etc.) vy

fisiolégicamente (respiracion y fotosintesis a ciertos niveles, produccion de ciertos
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compuestos organicos, etc.) de tal forma que podra estudiarse con métodos adecuados
para conocer su estatus [166], [167], [168]. Estos estudios de relacion metabolismo-
ambiente traen de por medio una consideracion fundamental para un grupo de factores
que afectan (perturban) directamente al sistema abierto, el ruido [169]. Estas
perturbaciones de base se manifiestan en forma diferente cuando se desarrollan en
condiciones ex-situ, especies tropicales y subtropicales desarrolladas en zonas
templadas, o especies de climas mediterraneos cultivadas en zonas tropicales o
subtropicales, por ejemplo, como es el caso de los citricos y la amplia variabilidad de su

calidad.

Un ruido puede definirse como cualquier perturbacién que afecta el normal
funcionamiento de un sistema. Desde este punto de vista en la sociedad moderna hay
muchos ruidos que estan afectando o que podrian afectar potencialmente al sistema
estudiado, algunos ejemplos: crecimiento de la poblacién que compite por espacios,
contaminacion del agua, suelo y aire, escasez de agua, debilitamiento de la capa de
0zono que ocasiona una mayor entrada de radiacion UVB con efectos directos sobre
centros fotosintético [170], lluvia &cida, etc. Segln la teoria de los sistemas podriamos
hablar de ruidos en el ambiente, es decir, efectos nuevos que van a tender a alejar el
sistema organismo-ambiente de las condiciones Optimas en que se encontraba. Dejando

al organismo vegetal ante un posible estado de estrés como respuesta a los cambios.

4.1.2 Estreés vegetal

Levitt (1980), propuso una definicion para el estrés, que es: "cualquier factor ambiental
potencialmente desfavorable para un organismo viviente". El significado de estrés en
inglés es el de justamente presionar, estrechar, oprimir. Hay que distinguir entre el
agente o factor que produce el estrés y el resultado o alteracion causada. Muchas veces
se utiliza el término estrés para indicar ambas cosas. Otros autores denominan agente
estresante o estresor al factor perturbador, por ejemplo una helada, y estrés al resultado
obtenido. ElI mismo autor sugirié que se llame “strain™ (deformacién) a la alteracion

producida y “estres" al efecto o factor.
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Se pueden distinguir béasicamente dos tipos de estrés: los originados por factores
bioticos y los originados por factores abioticos. Un ejemplo de estrés bidtico seria el que
ejerce un conjunto de especies sobre otras especies. Como es el caso de las invasiones
producidas por especies patdgenas (bacterias, hongos, otros) e incluso otros vegetales
(hierbas invasoras) que compiten en los campos por nutrientes y agua con las especies
cultivadas. Por otro lado, entre los principales tipos de estrés por factores abidticos
tenemos: Térmico (altas y bajas temperaturas (enfriamiento, congelamiento)), Hidrico
(agua en exceso (anegamiento) o sequia), Quimico (sales, iones, gases, herbicidas),
Fisico (vientos, presiones altas o bajas, sonidos, electricidad, magnetismo, gravedad alta
0 baja), Radiacion (infrarroja, visible, UV, ionizante).

Clasicamente, el metabolismo se ha estudiado por aproximacion reduccionista y se
concentra en una ruta metabdlica especifica, también se dan los estudios en paralelo,
que consisten en la identificacion de los metabdlitos presentes en una célula o tejido; al
estudio de todo el conjunto de estas moléculas se le denomina metabolomica. La
metaboldmica puede definirse como la ciencia -omica que permite obtener un perfil
metabolico de una muestra bioldgica compleja, a través de la combinacion de técnicas
analiticas que generan gran cantidad de datos y del anlisis estadistico multivariante de
ellos.

4.1.3 Metabolomica (Aproximacion mediante metabolite profiling)

Los cambios globales en la transcripcién de genes (transcriptoma) y en la relacion
proteica: cantidad/actividad (prote6ma), producen certeramente un efecto definitivo en
el metabolismo y el contenido de metabdlitos (metab6loma) en las células, tejidos y
organos de las plantas. En el pasado, los estudios del metabolismo vegetal se centraron
en uno 0 unos pocos genes, proteinas y/o sus metabolitos. Se han desarrollado nuevas
herramientas para medir los niveles de miles de transcripciones de genes y proteinas en
paralelo, lo que facilita el estudio no sesgado de los sistemas bioldgicos [171], [172],
[173], [174]. Para complementar estas tecnologias "0micas” se utiliza la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, junto con herramientas de bioinformatica

para monitorear los cambios en los niveles de cientos de metabdlitos en los diferentes
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organos. Los métodos descritos en este capitulo proporcionan informacién cualitativa y

semi-cuantitativa sobre el metab6loma en el género citrus.

El metaboloma de un organismo constituye un conjunto de metabolitos producidos por
el organismo durante su ciclo de vida bajo todas las condiciones posibles, en especial en
la relacién metabolismo-ambiente. A diferencia del transcriptdma y el protebma, que se
pueden definir con bastante precision con referencia a una secuencia completa del
genoma, el metabdloma es dificil llegar a establecer. La quimica que abarca el
metaboloma es varios érdenes de magnitud mas complejo que la quimica relativamente
simple de los acidos nucleicos y proteinas. Asi, el andlisis integral de metabdloma de un
organismo es un desafio de gran proporcidn, y que no se ha realizado plenamente para
cada especie y en particular para citricos, maximo cuando se consideran las condiciones
tropicales del pais. Las distintas especies vegetales contienen decenas de miles de
diferentes metabdlitos, y el reino vegetal se cree que produce cientos de miles de
metabolitos distintos [175].

No existe una plataforma analitica Gnica que permita medir todos los metabolitos en un
organismo. La bulsqueda del metab6loma se ha traducido en una serie casi
desconcertante de sistemas de extraccion, separacion y deteccion, muchos de los cuales
se han optimizado para el andlisis de ciertas clases de compuestos. Estos incluyen
sistemas de separacién como cromatografia de gases (GC) y cromatografia liquida (LC),
y numerosos sistemas de deteccion, incluyendo, espectrometria de masas (MS),
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), ultravioleta y visible (UV-
VIS), entre otros [176], [177], [178], [179], [180].

En el contexto analitico se conocen diferentes aproximaciones metodoldgicas para el
estudio del metabolismo por aproximacion metabolomica, entre ellas se encuentran

principalmente los siguientes.
4.1.3.1 Metabolomics/Metabolomica

Identificacién y cuantificacion no sesgada de todos los metabdlitos en un sistema
bioldgico. La preparacion de la muestra no debe excluir a ningin metabdlito, la

selectividad y la sensibilidad de la técnica analitica debe ser de alta.
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4.1.3.2 Metabolite profiling/perfilamiento metabdlico

Identificacion y cuantificacion de un determinado numero de metabdlitos pre-definidos,
generalmente relacionada con una o varias vias metabolicas especificas. La preparacion
de la muestra esta dirigida a grupos de compuestos, se emplean instrumentos para aislar
los compuestos de interés de posibles efectos de la matriz antes de la deteccion, por lo
general con separacion cromatografica antes de la deteccion por espectrometria de

masas.
4.1.3.3 Metabolic fingerprinting/ldentificacion dactilar del metabolismo

Es una metodologia de alto flujo, un analisis rapido y global de las muestras para
proporcionar la clasificacion de especimenes. Generalmente, no se emplea
cuantificacion e identificacion metabdlica. Una herramienta de evaluacion para
discriminar entre muestras de diferentes estados u origen bioldgico. Preparacion de la

muestra es sencilla y se requieren tiempos de analisis bajos.
4.1.3.4 Metabolite target analysis/Analisis de Metabolitos Target

Anadlisis cualitativo y cuantitativo de uno o unos pocos metabolitos relacionados con
una reaccion metabdlica especifica. Se requiere preparacion de la muestra amplia y la
separacion de otros metabdlitos, este enfoque es empleado especialmente cuando se
requieren bajos limites de deteccion. En general, la separacion cromatogréfica utiliza

espectrometria de masas o deteccion UV.
4.1.3.5 Metabonomics/Metabonomica

Consiste en la evaluacion de los cambios en los niveles de metabodlitos enddgenos de los
tejidos y fluidos bioldgicos que resultan de los procesos patoldgicos, enfermedades o los

tratamientos terapéuticos.

El acoplamiento de sistemas de separacion de alta resolucion y sistemas de deteccion
que aportan informacion estructural, tales como CG-MS, permite el anélisis
relativamente no sesgado de miles de metabdlitos conocidos y desconocidos, que

pueden proporcionar una vision novedosa para el sistema biologico en estudio. La
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expresion del metabolismo vegetal en condiciones basales y de estrés puede
establecerse analiticamente mediante aproximacion metabolomica, utilizando
herramientas de metabolite profiling con el objeto de establecer el estatus metabolico
para un grupo de nuestras, determinando cuales son los marcadores de cambio en la
poblacion de estudio y permitiendo establecer el impacto de agentes estresores en el
metabolismo vegetal [181].

4.1.4 Aplicacion metabolomica en el estudio del metabolismo de citricos

Dados los objetivos propuestos en este trabajo, se requiere establecer una plataforma
metaboldémica para la adquisicién de datos mediante el uso de un sistema GC/qEIMS,
como se menciond antes, esta tecnologia permite generar adecuadamente un perfil

metabdlico representativo de su estatus, producto de su relacion con el medio externo.

Actualmente, la aplicacion de técnicas 6micas en frutas y citricos estan principalmente
enfocadas en aspectos relacionados con la identificacion de variedades, diferenciacion
de la calidad y propiedades organolépticas (nuevos marcadores quimicos de calidad
sensorial), determinacion de autenticidad y adulteraciones en zumos y derivados,
evaluacion nutrabolica y desarrollo de alimentos funcionales, entre otros. Respecto a su
uso en estudios del impacto metabolico sobre citricos en poscosecha por materiales de
recubrimientos comestibles y patégenos (segun factores bidticos o abidticos), es un
campo de aplicacion explorado a muy baja escala en esta comunidad cientifica, que no
arroja a la fecha una produccidn cientifica destacable [182], [183].

En este capitulo se efectud la adaptacion metodoldgica de la disciplina metabolémica,
mediante metabolite profiling, se crean nuevas librerias de compuestos volatiles
(C10/C15) y no volatiles (constitutivos de SST) carbohidratos (mono, di y trisacaridos),
aminoacidos, acidos grasos saturados, mono Yy poli-insaturados (C4/C24) y acidos
organicos polares presentes en zumos, ademas se aplicaran herramientas informaticas de
decomvolucion automatizada y analisis multivariado con el objeto de definir la
estandarizacion de las condiciones de preparacion de muestras, operacion y adquisicion

instrumental y andlisis de datos.
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Se realizara la cuantificacion de hesperidina dada la importancia que posee la molécula
dentro de fraccion de glico-polifenoles en este género vegetal (mayoritario, en
mandarina), se establecera si este compuesto puede marcar variabilidad en la evolucion
de la madures, La hesperidina es un flavanon-glicésido (Flavanona, 3',5,7-trihidroxi-4'-
metoxi-, 7-(6-O-a-L-ramnosil-D-glucosido)) que se encuentran en abundancia en
citricos, su forma aglicon se llama hesperetina. Hesperidina ha cobrado interés
farmacéutico y en nutricibn humana por su impacto positivo en los sistemas

bioquimicos que contribuyen al mantenimiento de la integridad vascular.

Como aplicacion del las condiciones de andlisis establecidas se realizé un experimento
que busca establecer marcadores de evolucion de la madurez en ejes especificos del
metabolismo primario y secundario, usando como modelo mandarina clementina
cultivada bajo las condiciones de cinco lotes de produccion en la zona citricola del

municipio de Tamesis-Ant.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Caracterizacion de las muestras

El experimento consistié en un disefio de bloques incompletos al azar con tres grupos de
edades de siembra, la unidad experimental estuvo constituida por cinco sub-bloques por
bloque (5 repeticiones de 2 arboles), en donde la ubicacion de cada arbol se definié por
el patron de siembra y topografia del terreno. La unidad de muestra fue de 15 frutos en
el estrato medio por cada arbol. Durante este procedimiento se tomaron dos series de
muestras, para indices de madurez en donde se aprecia un color verde en la piel (en
etapa verde) y otra serie donde se observa la piel del fruto color amarillo-naranja (etapa
madura). De la siguiente forma abreviada, N° muestras para metabolomica: 5 parcelas x
5 grupos de arboles x 2 IM = 50, la procedencia y caracteristicas generales de los lotes
de cultivo se presentan en la tabla 11.

Posterior al muestreo en los lotes de produccion de la hacienda la cristalina, los frutos se

trasladaron en empaques independientes al laboratorio, donde se extrajo el zumo de los
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frutos con un extractor eléctrico construido en acero inoxidable (Breville 800 CPXL,
Citrus press), el cual permite aplicar una presion uniforme a los frutos. EI zumo se
homogenizo y se procedio a almacenar en alicuotas de 50 ml en viales plasticos estériles
(Benton Dikinson, 35-2070. EE.UU.) a una temperatura de -20°C hasta el momento de
realizacion de las pruebas.

Tabla 11. Caracteristicas de lotes de producciéon de mandarina clementina sometidos a muestreo.

Nombre del lote de cultivo

Caracteristicas de cultivo  Crucero (CR) Medio (M) Portada (PT)  Porvenir (PV) Fatima (F)

Codigo A68 A87 A88 A82 AB7
Altitud (msnm) 1378 1290 1356 1398 1398
No. de arboles 1982 770 1433 1715 1239
Patron L.R.P, C.P.B, Fl. Dr., CPB Fl. Dr Fl. Dr M.CyFl. Dr
Carrizo
Fecha de siembra Nov 2004 Nov 2005 Abril 2006 May 2005 Nov 2004
Distancia de siembra x5 6x4 6x4 6x4 3x5
Tipo de suelo Arenolimoso Arenolimoso  Arenolimoso Arenolimoso Arenolimoso
Profundidad efectiva (m) 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80
Textura franco franco franco franco franco
Temp. diurna (°C) 327 327 327 327 327
Temp. nocturna (°C) 20.1 20.1 20.1 20.1 20.1
Humedad. Rel. (%) 64.4 64.4 64.4 64.4 64.4
Pluviometria (mm) 1907 1907 1907 1907 1907
Régimen de heladas N/A N/A N/A N/A N/A
Horas de frio N/A N/A N/A N/A N/A

=R Lima Rangpur

©PB Citrumelo CPB 4475
carmizo Gitrange Carrizo
M€ Mandarino Cleopatra
FL.D" Flying Dragon

Con el fin de relacionar los marcadores resultantes en el estudio metabolico con los
parametros de madurez poscosecha se procedio a la determinacion de estos, mediante el

uso de métodos generales de analisis.
Los parametros de madurez analizados fueron los siguientes:

Diametro ecuatorial, se determino utilizando un calibrador pie de rey digital (Craftsman
profesional. EE.UU.).

Soélidos Solubles Totales (°Brix), se determino con un refractdbmetro digital (Atago

digital refractometer PR-1, Atago Co., Ltd, Tokyo, Japan).

Acidez total, mediante titulacién con NaOH 0.1 N y fenolftaleina, los resultados se

expresan como g de acido citrico en 100 mL de zumo.
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Determinacion de IM, se calculo mediante la ecuacion 1ll.
Indice de madurez=E (°Brix)/A (% acidez)

Medicion de pH, se midié con un peachimetro digital (Handylab pH 12, Schott-Geréte
GmbH, Mainz, Germany).

4.2.2 Contenido de Hesperidina mediante HPLC/DAD

4.2.2.1 Instrumentacion

La adquisicion de los cromatogramas y la integracion de la sefial se realizo mediante el
uso de un cromatografo liquido Agilent serie 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA. EE.UU.), equipado con una bomba cuaternaria y detector de fotodiodos
monitoreando a 280 nm. Las condiciones de analisis se establecieron asi: fase movil
agua: acetonitrilo 80:20 en modo isocratico. Se empled una columna Agilent Eclipse
XDB-C18 de 4.6 x 150 mm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU. 993967-
902), el caudal en la columna fue de 0.85 ml/min. La inyeccion de las muestras se

realizo en modo automatico.

4.2.2.2 Preparacion de muestras

Debido a la baja solubilidad de los flavonoides en el zumo, se procedié a extraer la
heperidina con dimetilsulfoxido (DMSO) durante cuatro veces, la separacién de la fase
organica se realizo el mismo nimero de veces por centrifugacion a 4000 rpm durante
15 minutos a 4 °C (Sorvall-Thermo, Waltham, MA, EE.UU.). El anélisis se realizo en el
sobrenadante DMSO, este método de analisis se utiliza rutinariamente en el laboratorio,
el cual fue validado para los siguientes atributos: la linealidad, precision,
reproducibilidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion. Los resultados se

expresaron como mg de hesperidina/L de zumo.
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4.2.3 Metabolite profiling mediante GC/MSD

La metodologia que se presenta a continuacion se desarroll6 a partir de seis etapas, se

ilustra el proceso para el analisis de la fraccion de azucares en zumos de citricos.
4.2.3.1 Extraccion de metabolitos de la muestra

Debe ser lo mas completa posible, mientras que al mismo tiempo evite la degradacién o

modificacion de los metabdlitos.

Perfiles de metabolitos volatiles mediante HS/SPME, se realizd mediante la aplicacion

descrita en el seccioén 3.

Perfiles de acidos grasos. FAMES, la metodologia empleada no requiere la extraccion

de los analitos.

Anélisis quimico de la fraccién de SST (Perfiles de metabdlitos polares-TMS), la

metodologia empleada no requiere la extraccion de los analitos.
4.2.3.2 Derivatizacion

Los metabolitos que no sean volatiles o aptos para cromatografia de gases deben
vaporizarse, Es muy frecuente este tipo de reacciones: TMS y TBDMS, Metilacion y

Metoximacion para el anélisis de perfiles metabdlicos.
Perfiles de metabdlitos volatiles mediante HS/SPME, no requiere derivatizacion.

Perfiles de acidos grasos FAMES, Los é&cidos grasos contenidos en zumos de citricos
deben derivatizarse para ser analizados por cromatografia de gases, se convierten a su
forma de metil ester, de alli el nombre internacionalmente conocido para la metodologia
(FAMES, Fatty acid methyl esters), para ello se aplica una reaccion de

transesterificacion y luego se extraen los FAMES con un solvente apolar.

En un vial de vidrio con tapa rosca y septa se transfieren 500 microlitros de zumo, se
secan a 40 °C con circulacion de aire. Posteriormente, se adicionan 10 microlitros de
ISTD (C19:0 1 mg/L ml en piridina), se afiade 1 ml de H,SO,4 2,0 % (v/v) en metanol
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analitico. Esta mezcla se calentd a 80 °C durante 1 h, al final se enfrié a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 500 microlitros de solucion 5% de NaCl y se
agitd con un vortex, se extrajo con porciones de 1 mililitro de hexano (3x1 ml). Se
concentraron las extracciones hexanicas hasta sequedad, al final se redisolvio en 500

microlitros de hexano y se tranfirio a un vial de cromatografia.

Anélisis quimico de la fraccion de SST (Perfiles de metabdlitos polares-TMS), para la
derivatizacion de estos compuestos polares se siguieron las recomendaciones de la guia
de derivatizacion del proveedor del reactivo, realizando adaptacion dadas las
caracteristicas de la muestra, de la siguiente manera. 50 microlitros de zumo se
adicionaron en un vial de vidrio junto a 20 microlitros de ISTD (Ribitol 50 ppm en
metanol/agua 50/50), se sec6 a 40 °C con circulacion de aire. Posteriormente, se
adicionan 50 microlitros de piridina analitica y 50 microlitros de BSTFA+TMCS 99:1
(Supelco, North Harrison. EE.UU. 3-3148), se procedié a la reacciéon durante 2 horas a
una temperatura de 80 °C, al final de este tiempo, se a evapord el liquido mediante

corriente de nitrégeno. El residuo se disolvié en 100 microlitros de hexano.
4.2.3.3 Separacion por GC

Implica la estandarizacion de condiciones de inyeccion, programacion de la temperatura
y eleccion de fase estacionaria de columna. Los métodos descritos en este numeral
utilizan una columna capilar ZB-5 MSi guardian (30 m., 0,25 mm de didmetro, espesor
de la pelicula 0.25 um, Zebron, Phenomenex. EE.UU. 7THG-G018-11-GGA).

Perfiles de metabdlitos volatiles mediante HS/SPME, las condiciones de andlisis se

establecieron de acuerdo a la aplicacion descrita en la seccion 3.

Perfiles de acidos grasos. FAMES, Las muestras se inyectaron a un volumen de 1
microlitro en modo split (5:1, 260°C), con un flujo constante de Helio (1 ml/min), el
horno permanecio programado asi: 50°C por 6 min; 50-200°C a 6°C/min por 10 min;
200-310°C a 10°C/min por 1 min. Para la estandarizacion del método y cuantificacion
de los andlitos se utiliz6 una mezcla estandar de FAMES (Supelco 37 FAME Mix,
Supelco Bellefonte, PA. EE.UU. Cat. 47885-U)
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Anélisis quimico de la fraccion de SST (Perfiles de metabdlitos polares-TMS), Las
muestras se inyectaron a un volumen de 1 microlitro en modo split (5:1, 270°C), con un
flujo constante de Helio (1 ml/min), el horno permanecié programado asi: 70°C por 7
min; 70-130°C a 15°C/min por 3 min; 130-155°C a 8°C/min por 16 min; 155-250°C a
8°C/min por 10 min; 250-310°C a 18°C/min por 1 min.

4.2.3.4 lonizacion

Los compuestos que se eluyen del GC, Los métodos descritos en este numeral utilizan
ionizacion de Impacto electronico (El), la fuente de iones se programo a una
temperatura de 230°C, con una energia de ionizacion de 70 eV, se obtuvieron patrones
de fragmentacion reproducibles durante el proceso de estandarizacion de métodos

utilizando material de referencia.
4.2.3.5 Deteccion de iones clave

Se realizo la adquisicion de espectros y cromatogramas (TIC) mediante el uso de un
detector selectivo de masas, cuadrupolo simple (SQUAD). Programado a una
temperatura de 150°C, se seleccionaron diferentes rangos de adquisicion de masas
positivas en modo scan: volatiles HS/SPME (35-350 daltons; 4 espectros/sec.); FAMES
(40-400 daltons; 3,7 espectros/sec.); metabdlitos polares-TMS (40-700 daltons; 2
espectros/sec.). El detector estuvo sintonizado en modo automatico a lo largo de todos

los experimentos.
4.2.3.6 Evaluacion de los datos (Data Analysis)

Se utilizé la informacion cromatografia y espectral adquirida para la construccion de
librerias de componentes para cada uno de los métodos descritos. Asi, los tiempos de
retencion se emplearon para la determinacién de indices de retencion relativa y los
espectros de masas permitieron realizar comparacion espectral con librerias comerciales
(NIST/EPA/NIH 2008) y librerias publicas especializadas:

http://csbdb.mpimpgolm.mpg.de/index.html (The Golm Metabolome Database-Hosted
at Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology).

95


http://csbdb.mpimpgolm.mpg.de/index.html

Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

http://lipidlibrary.aocs.org/index.html (supported by AOCS. American Oil Chemists'
Society); http://webbook.nist.gov/chemistry (National Institute of Standards and
Technology. EE.UU).

Adicionalmente, para el desarrollo la plataforma se utilizd material de referencia
certificado, el cual permitié resolver problemas de identificacion, calibracion y
cuantificacion en los casos en lo que fue necesario. Igualmente como en la seccion 3 se
utiliz6 un software para la decomvolucion automética de los espectros y el
procesamiento de las sefiales (AMDIS 2,68), el cual permitié ademas, integrar iones
selectivos para cuantificacion y correccion de coelucion de metabdlitos y célculo de
indices de retencion. La composicion de las muestras procesadas se reportan en tablas
donde aparece la identificacion de los componentes de grupos de compuestos mas
sobresalientes por su concentracion y variabilidad en el grupo de muestras, también se
reportan los iones base (base m/z) que se aislaron para la integracion de las sefiales y

comparacion de IRR en forma automatizada.

4.3 Resultados y discusién

4.3.1 Caracterizacion de las muestras

Las muestras presentaron un diametro promedio de 48.5 y 49.9 mm en las etapas verde
y madura respetivamente, la tabla 12 presenta la media y desviacién estandar de las
mediciones de parametros de madures para cada conjunto de 25 muestras en las dos
etapas, en la etapa verde el aspecto de la piel de los frutos presenta una coloracion verde
con distribucion homogénea, siendo muy sobresaliente la rugosidad debida al gran
tamafio de las glandulas que almacenan el AE, en la etapa madura se observa una
coloracion desigual con combinacién de tonalidades entre verde-amarillo y naranja, lo

que dificulta la precepcion visual de su estado de maduracion.
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Tabla 12. Parametros poscosecha: pH, SST, Acidez total e IM en dos etapas de maduracién de m.
Clementina.

Etapa verde, n:25 Etapa madura, n: 25
pH SST °Brix A. Total IM pH SST °Brix A. Total IM
MEDIA 3,49 7,10 0,76 9,44 3,74 7,47 0,57 13,15
SD 0,20 0,81 0,11 1,58 0,06 1,19 0,06 1,57

Figura 19. Distribucion de valores de pH, SST, °Brix, A. Total e IM en dos etapas de maduracion de m.
Clementina.
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Procedencia de la muestra

En ambas etapas de madures se observa una tendencia similar para los valores de pH y
acides total, ver figura 19, el pH de los zumos en ambas etapas no representa un cambio
significativo en la evolucion de la madures, mientras que la acidez total representa una
disminucion aproximadamente del 25% entre valores de IM de 9 a 13. Respecto a los
valores de SST e IM, se observa como aparece una distancia mayor entre ambas lineas
en la etapa madura, este comportamiento esta relacionado con cambios metabdlicos para
algunos grupos de compuestos que son criticos en cada etapa de maduracion, de esta
manera los &cidos organicos representan cuantitativamente un papel mas importante que
los azucares en IM de 9, por otro lado una disminucion del 25% en los acidos organicos
dan cuenta de su utilizacion para la formacion de otros grupos de metabolitos que
responden a la expresion de valores mas altos de IM, con mayor sensibilidad a estos
cambios en IM 13. Los valores de IM en ambas etapas muestran que los lotes de
produccion M y PT expresan una tendencia de valores mas altos entre los cinco, lo cual
siguiere preliminarmente, la existencia de variabilidad en la calidad dadas la
condiciones eco-fisioldgicas. Durante la evolucién de la madures se observa como

pequefios cambios en los valores de SST y acides total producen una respuesta
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cuantitativamente significativa sobre el 1M, se conoce bien el comportamiento de estos
valores durante el proceso de formacion maduracion del fruto en los diferentes citricos
[184]; asi mismo su relacién con la aceptabilidad y calidad organoléptica, sin embargo,
la informacion sobre los cambios quimicos que acontecen con los grupos de compuestos
principales en la fraccion de SST de los zumos es todavia bastante parcial y corresponde
al estudio de grupos estrechos de metabolitos, aspecto que se aborda mas adelante.

4.3.2 Contenido de Hesperidina mediante HPLC/DAD

La hesperidina es el polifenol glicésidado mas abundante en el zumo de mandarina
Clementina; como se observa en la figura 20, su contenido no reporté tendencias
cuantitativas para los IM promedio de 9y 13.

Figura 20. Contenido de hesperidina en zumo de mandarina Clementina en diferentes indices de
maduracion y procedencias de cultivo.
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Los valores mas altos de hesperidina se registraron en la etapa verde (crucero, portada y
porvenir), entre ellos crucero en etapa verde presentd una variacién significativa en su
contenido dada la maduracion, con un IM de 7,70 registr0 2536.36 mg/L y paso a
598,99 mg/L en el IM 13. Estos resultados evidenciaron que su contenido no esta
relacionado con la evolucion y el metabolismo normal de la maduracion. Algunos
autores han presentado modelos que explican la regulacion de flavonoides y otras
familias de metabdlitos, principalmente en términos de la radiacion UV-B y la
temperatura, que implica cambios en la expresion génica, la actividad enzimatica y la

acumulacion de metabolitos de defensa [184].
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4.3.3 Metabolite profiling mediante GC/qEIMS

Se crearon librerias (tipo Target compound) para la identificacion y cuantificacion
automatizada de mas de 400 metabdlitos presentes en los zumos, estos componentes
presentaron una amplia variabilidad estructural y de pesos moleculares (114-1296
Dalton), los reportes de las librerias se alinearon manualmente, de esta forma se
obtuvieron 211 targets que presentaron una distribucion homogénea entre las muestras
del estudio, los targets seleccionados se cuantificaron mediante el uso de factores de
respuesta segun el grupo de sustancias, las sustancias traza se descartaron durante el
andlisis estadistico multivariado, por presentar valores cercanos a cero en comparacion

con las sustancias mayoritarias.
4.3.3.1 Perfiles de metabolitos volatiles mediante HS/SPME

En la fraccion volatil de los zumos se identificaron 65 componentes que permitieron la
seleccion de marcadores de maduracion en el grupo de muestras, las cuales se
distribuyen en dos clusters que representan las dos etapas de maduracion, el cluster de la
etapa verde se caracteriza por su mayor contenido de gama-terpineno, 4-terpineol y alfa-
sinensal, los cuales se encuentran presentes en la etapa madura pero en cantidades
inferiores, una relacién de IM 9/13 presenta el siguiente panorama para estos tres
metabolitos 2:1, 10:1 y 4:1, respectivamente. La etapa madura esta caracterizada por el
aumento en la concentracion de linalool, decanal y camfeno, los cuales presentaron
respectivamente una relacion de IM 9/13 de 1:3, 1:2 y 1:2 (en algunas zonas de cultivo).
Como se observa en la figura 24, los componentes principales gama terpineno y linalool
caracterizan los cambios principales en la evolucion de la maduracion entre los indices
9y 13.

4.3.3.2 Perfiles de &cidos grasos, FAMES

Se identificaron 12 cadenas de &cidos grasos predominantes en los zumos centrifugados,
estas sustancias se comportaron cuantitativamente en forma sensible y caracterizaron las

muestras conforme al cambio de indice de maduracion, ver tabla 14.
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Los grupos de muestras presentaron una disminucién importante en la expresion de
acidos grasos, la etapa verde present6 un total promedio de 55 ppm, el cual disminuyo
un hasta un valor de aproximadamente 9 ppm, lo que representa una disminucion del
83% en la expresion metabolica de este grupo de sustancias. Como se observa en la
figura 21, la etapa verde esté caracterizada por niveles altos de cadenas poliinsaturadas,
cuya disminucién marca fuertemente la relacién quimica de las cadenas de &cidos
grasos, relacion saturado/insaturado (Rel. S/I) desde valores de 0.2 (IM 9) hasta 1 (IM
13). La evolucion de estos valores esta acompafiada por cambios marcados en la
composicion cualitativa de esta fraccion de metabdlitos, como se observa en la parte

superior de la figura 21.

Estos cambios cualitativos estdn marcados basicamente por la disminucion en la
concentracion de los poliinsaturados C18:2n6t y C18:2n6c¢, que reportan un balance
cis/trans de aproximadamente de 0.48 y 3,46 para las etapas verde y madura
respectivamente. Mediante anéalisis de componentes principales (PCA) se observa como
la diferenciacion de las muestras se da en funcion de la variabilidad de dos componentes
principales saturados (C4:0 y C14:0) junto a al acido linolelaidico (C18:2n6t), el cual
decrece a menos de 1 ppm. Se observé en los clusters principales de maduracion la
formacion agrupaciones de muestras dado su origen geogréafico en la zona de

produccion, ver figura 25.

El perfil de acidos grasos FAME permitio la diferenciacion de la evolucion de la
maduracion y la definicién del origen de las muestras, esto constituye a este tipo de
metabdlitos como un grupo idéneo para el estudio del estatus metabdlico dadas las
condiciones eco-fisioldgicas de cultivo, ademas los factores de respuesta de los analitos
en condiciones de impacto electronico (ng/L) permitieron caracterizar variaciones en la
expresion metabdlica dada la evolucién de la maduracion, como se observa en la parte
inferior de la figura 21, se produce una inflexion marcada en la linea Rel. S/I de la

misma forma como ocurre con la linea de describe al IM.
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Figura 21. Perfiles cuantitativos de acidos grasos marcadores de maduracion y origen geografico en
mandarina clementina.
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4.3.3.3 Perfiles de metabolitos polares-TMS

Se identificaron 56 componentes con relevancia cuantitativa en la composicion de los
SST de mandarina Clementina; estas sustancias se agruparon en diferentes fracciones
quimicas de moléculas, como se observa en la tabla 15. Entre ellas se destacan algunos
grupos de metabdlitos en cada etapa de maduracion. Se observa cémo los dos grupos
principales de sustancias (carbohidratos y acidos, incluyendo el fosfato) asumen los
cambios criticos de los que dependen las lecturas de IM, en las etapas verde y madura se
observo un predominio cuantitativo de los monosacaridos sobre los demas grupos de
metabolitos, sin embargo, existe una reduccién importante para estos dos grupos de
componentes al pasar al IM 13, 16% para los monosacaridos, por otro lado, los &cidos
presentan un comportamiento desigual en dos de las zonas de cultivo (Porvenir y
Fatima) en donde permanecen en cantidades inferiores a 1% en la fraccion (aspecto que
puede ser organolépticamente importante en estos zumos), las demas zonas de cultivo

presentan valores que decrecieron como maximo un 90%. Como se observa en la parte
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superior de la figura 22, el descenso en los niveles de monosacéridos y &cidos vienen
acompafiados de aumentos en los niveles de los disacéaridos al aumentar el 1M, los
disacaridos mayores en la etapa verde fueron sucrosa, turanosa y leucrosa, mientras que
en la etapa madura estos mismos incrementan su concentracion y se registro la aparicion
de cantidades importantes de isomeros de isomaltulosa y otras especies estructuralmente
relacionadas (ver tabla 15, etapa madura).

Figura 22. Perfiles cuantitativos de metabolitos marcadores de maduracion y origen geografico en
mandarina clementina.
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En la parte inferior de la figura 22, se observa como en dos zonas de produccién se
presentan cambios significativos en los perfiles quimicos de las sustancias analizadas
(Porvenir y Fatima), en ambas etapas de maduracion existe una relacion inversa en el
ratio isomérico Pirano:Furano, lo cual es significativo al considerar el sistema
fisicoquimico que se establece segin la expresion de los metabolitos dadas las

relaciones eco-fisioldgicas en los cultivos de origen, en cada etapa de maduracion.

Los zumos azucarados se pueden considerar como soluciones acuosas de cuatro pseudo-

componentes: azucar, aminoacidos, acidos carboxilicos, y material mineral denominado
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ceniza. El pseudo-componente azlcar estd representado principalmente por sacarosa,
glucosa y fructosa, los aminoécidos por los acidos aspartico y glutamico, los acidos
carboxilicos por acido lactico y succinico, y la materia mineral por Na y KCI. Con
bastante anterioridad se han modelado sistemas para estudiar la dinamica de los
carbohidratos en solucion, Por esto aparecen explicaciones alternativas para los
equilibrios de andmeros y tautomeros, ellas toman en cuenta la solvatacion, pH, fuerza
iGnica y otras, como factores determinantes en la composicion de equilibrio. Dado que
la conversion a/f es acido-base catalizada, el disolvente afecta a la cinética [185]. En
soluciones acuosas las constantes de velocidad minima (Kmi,) para mutarotaciones
piranosa/piranosa se observan en a 2.5<pH<6.5. Para los procesos que implican
tautomeria piranosa/furanosa (por ejemplo, fructosa) Kmin ocure a pH 4.0. La
dependencia de k al pH es especialmente marcada durante las etapas iniciales de la
reaccion. EI mecanismo implica la transferencia de protones desde el catalizador acido
al azlcar, seguido por la transferencia de un proton al catalizador base. El ataque de
protones causa la apertura lenta del anillo para producir una especie intermedia, el
cierre del anillo es rapido. Por otra parte, el mecanismo podria verse como la
estabilizacion de un estado de transicion pseudo-aciclico por el solvente. La "polaridad™
del disolvente se dice que afecta igualmente a k. Efectos salinos en k también se han
observado, pero no se han explicado por mecanismos convencionales. Del mismo
modo, los efectos cataliticos de todos los aminoacidos en la mutorrotacion esperan

todavia una explicacion adecuada [186].

Los monosacéridos (pentosas y hexosas) presentaron dos sefiales cromatograficas,
debido a las respectivas configuraciones 1-a y 1-p de los OH en los anillos pirano y
furano. Como se observa en la tabla 15, estos isdbmeros se presentaron en las muestras
en cantidades importantes dada la expresion de los metabdlitos. De acuerdo a la
dinamica que expresa cada molécula en solucion acuosa se identificaron 4 isomeros
para cada una de ellas, las cuales se asignaron a 3 monosacaridos principales (Glucosa,
fructosa y galactosa), adicionalmente se detectaron otros isdmeros acompafiantes (a-D-
(+)-xilopiranosa, B-D-(—)-ribofuranosa, otros). Los espectros de masas de los sacaridos
con configuracion de anillo pirano (5C) presentaron principalmente el fragmento de m/z
204. El ion m/z 217 caracterizo la fragmentacion del anillo de furano (4C). Estas dos

sefiales se utilizaron como iones clave para identificar y cuantificar los carbohidratos
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(especialmente monosacaridos). En algunos casos se detectaron pequefias cantidades de
formas tautomericas de compuestos de anillo abierto (formas cetol y/o aldol de
monosacaridos) conjuntamente con los isomeros ciclicos. La identificacion de los
tautomeros se realizé principalmente mediante indices IRR y comparacion con literatura
[187]. La figura 23 presenta una propuesta para el origen de los iones que caracterizaron
la fragmentacién de monosacaridos mediante impacto electrénico [188].

Figura 23. Fragmentos caracteristicos para la identificacion de residuos de mono, di y trisacéridos.
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Otros compuestos como los disacaridos se identificaron aislando las sefiales que
producen patrones de fragmentacién con presencia del ion m/z 361 en compafiia de 217,
204 y 191, como se observa en la tabla 15.

Mediante analisis multivariado (PCA) se observd como la evolucion de la maduracion
estd marcada por la formacion de clusters de muestras cuyo metabolismo expresa una
relacion inversa para metabolitos acidos y azucares, como se observa en la figura 26,
por ello en la etapa verde aparecen sus marcadores: acido acetoacético, succinico y
malico. En la etapa madura, hay aumento en la concentracion del grupo de los

disacaridos, en el que se destaca la leucrosa.

En referencia a las zonas de cultivo Fatima y Porvenir se presentd marcacion de origen
geografico dados los niveles de concentraciéon del acido acetoacético y L-galactan-1,4-
lactona, ver figuras 26 y 27, la cual debe estar en equilibrio con su respectivo acido
aldonico. En ambas etapas de maduracion ambos marcadores presentan relacion directa,
por ello el equilibrio de lactonizacion podria estar favorecido por las condiciones en

donde el acido acetoacético esta en concentraciones mayores. En ambas etapas de
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maduracion se observa una diferenciacion considerable en la aparicion de productos de
oxidacién, como se observa con los grupos de carbohidratos acidos y lactonas en la
tabla 15. El sistema fisicoquimico que se forma en el zumo dada la composicion de los
principales pseudo-componentes es responsable del equilibrio mutarrotacional vy
tautomérico, aspecto que constituye un rasgo significativo para definir la idoneidad de
nichos de cultivo, la calidad general de los frutos y su origen dadas las condiciones del

experimento.

El analisis quimico de la fraccion de sélidos solubles totales permitié adquirir la
variabilidad de la expresion metabolica con un nivel importante de sensibilidad sobre
las caracteristicas del sistema fisicoquimico de la matriz de anélisis, permitiendo
identificar relaciones quimicas de isdbmeros y conférmeros para compuestos clave en los

procesos de desarrollo y maduracion de mandarina clementina.

105



Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

Tabla 13. Metabdlitos volatiles extraidos mediante HS/SPME de diferentes lotes de mandarina Clementina.

Porcentaje de area relativo + SD de componentes de volatiles de zumos de lotes de m. Clementina mediante HS/SPME,

n:5
Etapa verde

p.t Compuesto Base m/z2 IRR® Crucero Medio Portada Porvenir Fatima

1 Isoamil acetato 43 877 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
2 2-Heptanona 43 892 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
3 a-Thujeno 93 924 0,014 £ 0,003 0,012 £ 0,001 0,013 £0,002 0,013 £0,000 0,010 £ 0,000
4 1R-a-Pineno 93 939 0,343 +£0,011 0,336 £ 0,041 0,268 £ 0,010 0,227 £ 0,008 0,280 £ 0,002
5 Campheno 93,79 954 0,567 £ 0,001 0,354 £ 0,029 0,134 £ 0,006 0,385 +£0,013 0,333 £0,020
6 Sabineno 93 974 0,061 £ 0,005 0,033 £ 0,003 0,036 + 0,003 0,000 £ 0,000 0,034 £ 0,003
7 B-Pineno 93 979 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
8 B-Myrcene 93, 41, 69 992 2,263 £ 0,048 2,275 £ 0,011 2,025 + 0,023 1,575+ 0,044 1,981 + 0,016
9 Octanal 43, 56, 84 999 0,053 £ 0,004 0,045 £ 0,005 0,040 £ 0,002 0,029 £ 0,000 0,040 £ 0,001
10  o-Phellandreno 93 1001 0,408 £ 0,022 0,416 £ 0,021 0,190 £ 0,002 0,282 £ 0,001 0,321 £ 0,014
11  delta-2-careno 93, 121, 136 1003 0,147 £0,012 0,108 £ 0,025 0,085 £ 0,003 0,079 £ 0,004 0,093 £0,010
12 a-Terpineno 121, 93, 136 1017 0,148 £ 0,012 0,075 +£ 0,013 0,080 £ 0,008 0,071 £ 0,003 0,121 £ 0,031
13 p-Cimeno 93, 134 1025 0,014 £ 0,000 0,012 £0,018 0,008 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,012 £ 0,000
14  limoneno 68, 93 1030 93,518 + 0,087 94,120 £ 0,061 95,307 £ 0,033 95,375 +£ 0,243 94,475 £ 0,058
15 B-Ocimeno 93,79, 91 1037 0,003 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,002 £ 0,000
16  trans-B-Ocimene 93 1050 0,046 £ 0,001 0,016 £ 0,002 0,024 £ 0,004 0,018 £ 0,001 0,088 £ 0,001
17 y-Terpineno 93, 136, 121 1060 0,427 £ 0,003 0,446 £ 0,023 0,375+£0,013 0,413 £0,017 0,444 £ 0,004
18  n-Octanol 56, 55, 57 1068 0,033 £ 0,003 0,047 £ 0,019 0,035 £ 0,009 0,030 £ 0,003 0,026 £ 0,001
19  Terpinoleno 93, 121, 136 1089 0,112 £ 0,004 0,107 £ 0,001 0,106 £+ 0,000 0,121 £ 0,019 0,128 £ 0,015
20 Linalool 71, 93,55 1097 0,452 £ 0,004 0,371 + 0,006 0,280 £ 0,005 0,331 +£0,016 0,369 + 0,006
21 Nonanal 57,70, 98 1102 0,023 £ 0,006 0,022 £0,014 0,015 £ 0,003 0,019 £0,001 0,017 £0,001
22 4-Terpineol 71,111, 93 1178 0,202 £ 0,013 0,128 £ 0,015 0,107 £ 0,006 0,207 £ 0,004 0,183 £ 0,008
23 o-Terpineol 59, 93,121 1189 0,027 £ 0,007 0,032 £ 0,002 0,016 £ 0,001 0,038 £ 0,000 0,023 £ 0,001
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69, 41

149

41,69

82

69, 41
43,55, 70
41,69

68

135

135, 150, 105
135, 77, 150
121,136, 93
43,121, 93
43, 69,81
69, 93

161, 119, 105
69, 43

161

81,93

41, 43
93,91, 79
161, 91, 105
41, 69, 93

1202
1214
1217
1226
1229
1231
1235
1238
1243
1253
1270
1272
1274
1290
1291
1291
1338
1349
1353
1362
1377
1381
1388
1391
1409
1410
1432
1443

0,495 + 0,021
0,018 £ 0,003
0,000 + 0,000
0,008 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,046 + 0,005
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,035 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,018 + 0,001
0,032 £ 0,001
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,018 + 0,000
0,008 + 0,000
0,016 + 0,004
0,071 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,024 + 0,005
0,010 + 0,001

0,423 £ 0,005
0,020 £ 0,002
0,000 + 0,000
0,012 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,058 + 0,006
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,039 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,012 £ 0,000
0,034 + 0,007
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,009 + 0,001
0,010 £ 0,001
0,018 + 0,000
0,094 £ 0,002
0,000 + 0,000
0,013 £ 0,000
0,008 + 0,000

0,404 + 0,019
0,016 + 0,008
0,000 + 0,000
0,002 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,053 £ 0,005
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,016 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,012 + 0,000
0,022 + 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,011 + 0,000
0,002 + 0,000
0,006 + 0,000
0,049 + 0,001
0,000 + 0,000
0,006 + 0,000
0,002 + 0,000

0,344 +£ 0,016
0,007 + 0,000
0,000 + 0,000
0,002 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,055 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,004 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,021 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,021 + 0,000
0,021 + 0,000
0,005 + 0,000
0,004 + 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,008 + 0,001

0,403 + 0,003
0,020 £ 0,001
0,000 £ 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,051 + 0,001
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,027 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,017 £ 0,000
0,035 + 0,002
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,016 + 0,001
0,007 £ 0,000
0,007 + 0,000
0,078 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,021 £ 0,001
0,005 £ 0,000
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

© ® N o o~ w N e D

= R e
N R O

a-cariofileno
Germacrano D
B-Selineno

biciclogermacrano
(E,E)-alfa farneceno

alfa-Muuroleno
delta-Cadineno
Germacreno B

Cariofileno epoxido
10-epi-gama-eudesmol

gama-eudesmol
alfa-cadinol
beta-Sinensal

alfa-sinensal

Compuesto

isoamil acetato
2-Heptanona
a-Thujeno
1R-a-Pineno
Campheno
Sabineno
B-Pineno
B-Myrcene
Octanal
a-Phellandreno
delta-2-careno
a-Terpineno

98, 80

161, 105, 91
41, 204, 105
93,121
41,93
105, 16, 204
161, 134, 204
121, 93,41
43,41, 79
189, 161, 204
189, 161, 204
43, 95,121
93, 55, 41
55,93, 134

Base m/z2
43
43
93
93
93,79
93
93
93, 41, 69
43,56, 84
93
93,121, 136
121, 93, 136

1455
1485
1490
1500
1502
1508
1523
1561
1583
1624
1632
1654
1700
1752

IRR
877
892
924
939
954
974
979
992
999
1001
1003
1017

0,021 + 0,001
0,012 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,084 + 0,001
0,000 + 0,000
0,053 £ 0,002
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,012 £ 0,001
0,158 + 0,002

Crucero
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,035 £ 0,005
0,306 + 0,007
0,797 £ 0,042
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
2,177 £ 0,002
0,049 £ 0,003
0,444 £ 0,013
0,153 £0,011
0,118 + 0,002

0,013 £ 0,000
0,013 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,047 £ 0,004
0,000 + 0,000
0,058 + 0,004
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,005 + 0,000
0,163 +0,018

Etapa madura

Medio
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,045 £ 0,005
0,337 £ 0,006
0,480 £ 0,027
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
2,218 £ 0,009
0,042 £ 0,001
0,421 +£0,017
0,087 £ 0,002
0,077 £ 0,002

0,007 + 0,000
0,003 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,035 + 0,000
0,000 + 0,000
0,074 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,002 + 0,000
0,132 £0,014

Portada
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,034 £ 0,003
0,300 + 0,005
0,313 +£0,013
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
2,028 £0,012
0,035 £ 0,004
0,278 £ 0,009
0,069 £ 0,002
0,047 £ 0,001

0,025 + 0,000
0,028 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,045 + 0,004
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,074 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,122 + 0,007

Porvenir
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,035 + 0,001
0,238 £+ 0,005
0,494 £ 0,027
0,000 £ 0,000
0,000 £ 0,000
1,700 + 0,020
0,022 £ 0,001
0,325 £ 0,008
0,055 + 0,002
0,052 £ 0,002

0,015 £ 0,001
0,006 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 £ 0,000
0,039 £ 0,003
0,000 + 0,000
0,054 £ 0,003
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,081 + 0,004
0,000 + 0,000
0,003 £ 0,000
0,135 + 0,002

Fatima
0,000 £ 0,000
0,000 £ 0,000
0,027 £ 0,001
0,153 + 0,003
0,216 £ 0,010
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
1,644 + 0,010
0,016 £ 0,001
0,219 £ 0,005
0,054 £ 0,007
0,073 £ 0,001
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

p-Cimeno
Limoneno
-Ocimeno

trans-p-Ocimeno

y-Terpineno
n-Octanol
Terpinoleno
Linalool
Nonanal
4-Terpineol
a-Terpineol
Decanal
n-Octil acetato
trans-Carveol
B-Citronellol
cis-Carveol
Nerol
0-Metil-thimol
(2)-Citral
Carvone
Geraniol
n-Decanol
(E)-Citral
Perillaldehido
Timol

cuminol

0-metoxi-acetofenona

5-Elemeno

93,134

68, 93
93,79,91
93

93, 136, 121
56, 55, 57
93,121, 136
71,93, 55
57,70, 98
71,111,93
59, 93, 121
43,57,70
43,56, 70
109, 84
69, 41
84,134
69, 41

149

41, 69

82

69, 41
43,55, 70
41, 69

68

135

135, 150, 105
135, 77, 150
121,136, 93

1025
1032
1037
1050
1060
1068
1089
1097
1102
1178
1189
1202
1214
1217
1226
1229
1231
1235
1238
1243
1253
1270
1272
1274
1290
1291
1291
1338

0,012 + 0,001

93,335 + 0,056

0,007 £ 0,000
0,054 = 0,001
0,232 + 0,002
0,051 + 0,003
0,059 £ 0,003
0,863 + 0,008
0,034 £ 0,002
0,016 + 0,001
0,029 £ 0,002
0,754 £ 0,007
0,026 + 0,001
0,000 + 0,000
0,043 £ 0,007
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,017 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,041 + 0,001
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,013 +£ 0,001

0,007 £ 0,000

93,999 + 0,066

0,000 + 0,000
0,020 £ 0,001
0,167 + 0,006
0,071 +0,007
0,064 + 0,001
0,814 + 0,005
0,022 £ 0,001
0,022 + 0,002
0,019 £ 0,000
0,776 + 0,007
0,016 + 0,001
0,000 + 0,000
0,008 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,018 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,025 + 0,002
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,014 + 0,000

0,007 + 0,001
94,656 0,043
0,000 + 0,000
0,018 £ 0,002
0,114 + 0,003
0,027 £ 0,001
0,049 + 0,002
0,893 £ 0,004
0,020 + 0,001
0,059 £ 0,002
0,020 + 0,000
0,722 £ 0,002
0,015 + 0,000
0,000 + 0,000
0,009 + 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,015 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,018 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,012 + 0,000

0,000 + 0,000
94,940 £ 0,061
0,000 + 0,000
0,017 = 0,000
0,135 + 0,005
0,003 £ 0,001
0,042 + 0,001
0,876 + 0,005
0,018 + 0,000
0,057 £ 0,003
0,014 + 0,000
0,816 £0,010
0,010 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,005 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,010 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,006 + 0,000

0,000 £ 0,000
95,371 £ 0,018
0,000 £ 0,000
0,013 £ 0,001
0,223 £ 0,004
0,010 + 0,001
0,049 £ 0,001
0,837 + 0,006
0,002 £ 0,000
0,057 £ 0,003
0,023 £ 0,001
0,912 + 0,030
0,008 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,009 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 + 0,000
0,000 £ 0,000
0,000 £ 0,000
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41  alfa-terpineol-acetato 43,121, 93 1349 0,023 £ 0,001 0,023 £ 0,001 0,031 £ 0,001 0,013 £ 0,000 0,003 + 0,000
42  Citronellil acetato 43, 69,81 1353 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
43 Neril acetate 69, 93 1362 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
44 alfa-copaeno 161, 119, 105 1377 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
45  Geranil acetato 69, 43 1381 0,052 + 0,007 0,005 + 0,000 0,010 + 0,000 0,004 + 0,000 0,002 + 0,000
46  beta-cubebeno 161 1388 0,006 + 0,000 0,005 + 0,001 0,002 + 0,000 0,002 + 0,000 0,000 + 0,000
47  B-Elemeno 81,93 1391 0,000 + 0,000 0,013 £ 0,001 0,012 £+ 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
48  Dodecanal 41,43 1409 0,056 + 0,004 0,079 + 0,001 0,071+ 0,003 0,043 £ 0,002 0,026 + 0,002
49  (Z)-cariofileno 93,91, 79 1410 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
50 beta-copaeno 161, 91, 105 1432 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
51  beta-farneseno 41, 69, 93 1443 0,012 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
52  a-cariofileno 98, 80 1455 0,018 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
53  Germacrano D 161, 105, 91 1485 0,009 + 0,000 0,010 + 0,001 0,011 + 0,001 0,005 + 0,000 0,000 + 0,000
54  B-Selineno 41, 204, 105 1490 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
55  biciclogermacrano 93,121 1500 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
56  (E,E)-alfa farneceno 41,93 1502 0,063 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,012 + 0,001
57  alfa-Muuroleno 105, 16, 204 1508 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
58  delta-Cadineno 161, 134, 204 1523 0,037 + 0,000 0,028 + 0,002 0,040 + 0,000 0,028 + 0,001 0,011 + 0,000
59  Germacreno B 121,93, 41 1561 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
60  Cariofileno epoxido 43,41, 79 1583 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
61  10-epi-gama-eudesmol 189, 161, 204 1624 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
62  gama-eudesmol 189, 161, 204 1632 0,000 + 0,000 0,043 + 0,001 0,047 £ 0,003 0,019 £ 0,001 0,000 + 0,000
63 alfa-cadinol 43,95, 121 1654 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
64  beta-Sinensal 93, 55,41 1700 0,011 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,002 + 0,000
65 alfa-sinensal 55, 93, 134 1752 0,047 + 0,004 0,025 + 0,002 0,018 + 0,001 0,019 + 0,000 0,025 + 0,000

!'Pico cromatogréfico, orden de elucion.

2 Pico base en el espectro de masas. La primera sefial corresponde al 100% de intensidad (seleccionado como ion para integracion de area de pico).
® Indice de retencion relativo en columna capilar ZB 5MSi.
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Tabla 14. Perfil de 4cidos grasos en zumo de mandarina clementina en dos etapas de maduracion.

Concentracion en ppm £ SD y composicion porcentual de la fraccion lipidica presente en zumo de mandarina Clementina, n:5

Etapa Verde
Crucero Medio Portada Porvenir Fatima

p.l Designacion Basg Conc. % Conc. % Conc. % Conc. % Conc. %
1 C40 m?/: 0,006 + 0,000 0,01 0,022 + 0,006 0,04 0,024 £ 0,001 0,04 0,015 + 0,002 0,03 0,020 + 0,001 0,04
2 Cs80 74 0,122 + 0,002 0,22 0,091 + 0,005 0,16 0,085 + 0,001 0,15 0,085 + 0,001 0,14 0,100 + 0,007 0,18
3 C100 74 0,133 £ 0,004 0,24 0,096 + 0,005 0,17 0,098 + 0,004 0,17 0,193 £ 0,212 0,33 0,095 + 0,004 0,17
4  C12.0 74 0,171 £ 0,003 0,31 0,164 + 0,005 0,29 0,168 + 0,002 0,30 0,168 + 0,002 0,29 0,161 + 0,003 0,29
5 C14.0 74 0,320 +£ 0,013 0,58 0,268 + 0,007 0,47 0,249 £ 0,007 0,46 0,259 + 0,007 0,44 0,249 + 0,007 0,47
6 C15:.0 74 0,249 + 0,007 0,45 0,180 + 0,004 0,32 0,184 + 0,004 0,32 0,180 + 0,004 0,30 0,180 + 0,004 0,33
7 C16:0 74 8,517 £ 0,157 15,40 8,159 + 0,481 14,65 7,936 = 0,099 14,10 8,666 + 0,417 14,67 8,115 + 0,351 14,77
8 C18:2n6t 67 27,474 + 1,645 49,69 27,940 + 1,042 50,17 28,820 £ 0,523 51,31 30,312 + 1,726 51,30 27,444 + 1,538 49,99
9 C18:1n9c 55 4,270 + 0,183 7,72 4,338 £ 0,183 7,79 4,608 + 0,739 8,19 4,608 0,739 7,80 4,473 £ 0,327 8,14
10 C18:2n6c 67 13,148 £ 0,039 23,78 13,547 £ 0,628 24,33 13,198 + 0,039 23,37 13,656 + 0,494 23,11 13,148 +0,039 23,92
11 C18:1n9t 55 0,554 + 0,021 1,00 0,563 + 0,019 1,01 0,567 = 0,002 1,01 0,607 + 0,053 1,03 0,567 + 0,002 1,03
12 C18:0 74 0,328 + 0,009 0,59 0,331 + 0,007 0,59 0,328 + 0,009 0,58 0,339+ 0,011 0,57 0,364 + 0,016 0,66

Total 55,292 55,691 56,270 59,089 54,957

> Saturados 9,846 9,303 9,073 9,906 9,294

>" Monoinsaturados 4,824 4,901 5,176 5,215 5,040

> Poliinsaturados 40,622 41,487 42,018 43,968 40,622

Relacion Sat/Insat 0,217 0,201 0,192 0,201 0,204
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Concentracion en ppm £ SD y composicion porcentual de la fraccion lipidica presente en zumo de mandarina Clementina, n:5
Etapa Madura

Crucero Medio Portada Porvenir Fatima

p.l Designacion Basg Conc. % Conc. % Conc. % Conc. % Conc. %
1 C40 m7/: 0,004 + 0,001 0,05 0,003 + 0,000 0,024 0,002 + 0,000 0,03 0,004 + 0,000 0,04 0,013 + 0,002 0,13
2 C80 74 0,000+ 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,000 0,000 + 0,000 0,00 0,101 + 0,004 0,00 0,000 + 0,000 0,00
3 C10:0 74 0,000 + 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,000 0,000 + 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,00
4  Cl12:0 74 0,095 + 0,005 1,04 0,100 + 0,009 0,923 0,093 + 0,004 1,01 0,097 + 0,007 1,05 0,084 + 0,006 0,82
5 Cl40 74 0,186 + 0,005 2,03 0,158 + 0,003 1,456 0,171 + 0,001 1,86 0,173 + 0,005 1,88 0,158 + 0,003 1,54
6 C15:0 74 0,000 + 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,000 0,000 + 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,00 0,000 + 0,000 0,00
7 C16:0 74 3,988 + 0,096 43,70 5,589 0,561 51,639 4,152 +0,128 45,06 4,145 + 0,135 44,92 4,993 + 0,135 48,78
8 C18:2n6t 67 0,935+ 0,037 10,25 0,959 + 0,065 8,857 0,940 £ 0,055 10,20 0,926 + 0,026 10,04 0,963 + 0,061 9,41
9 C18:1n9c 55 0,130 + 0,002 1,43 0,133 + 0,001 1,226 0,135+ 0,011 1,47 0,133 £ 0,005 1,44 0,131 +0,001 1,28
10 C18:2n6c 67 3,238 £ 0,081 35,47 3,318 £0,113 30,655 3,172 £ 0,054 34,43 3,198 + 0,063 34,66 3,318 £ 0,126 32,41
11  C18:1n%t 55 0,377 + 0,006 4,13 0,375 + 0,005 3,469 0,371 + 0,003 4,03 0,374 + 0,008 4,05 0,379 + 0,006 3,70
12 C18:.0 74 0,174 + 0,005 1,90 0,189 + 0,004 1,75 0,167 = 0,001 1,92 0,177 + 0,001 1,92 0,197 + 0,015 1,92

Total 9,127 9,191 9,214 9,227 10,235

> Saturados 4,447 6,038 4,595 4,597 5,445

>" Monoinsaturados 0,507 0,508 0,506 0,507 0,509

> Poliinsaturados 4,173 4,276 4,112 4,124 4,281

Relacion Sat/Insat 0,950 1,262 0,995 0,993 1,137

! 'Pico cromatogréfico, orden de elucion en columna capilar ZB 5MSi
2 Pico base en el espectro de masas. La primera sefial corresponde al 100% de intensidad (seleccionado como ion para integracion de area de pico).
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Tabla 15. Perfil de metabdlitos polares TMS de los sélidos solubles totales.

Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,

Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

Concentracion relativa al factor de respuesta del ribitol £+ SD y porcentaje relativo de metabélitos TMS en zumo de mandarina

clementina, n:5

-

© 0o o g b~ W N P

B W N N N P B B b e
o o A N P N OO 00~ W

10

Componentes

Acidos carboxilicos
Acido lactico

Acido glicélico

Acido piravico

Acido B-Hidroxipiravico
Acido etil-pipecolico
L-Prolina

Acido benzoico
L-Serina

Acido acetoacético
Acido succinico

Acido 2-metil succinico
Acido glicérico

Acido itaconico

Acido 2-metilen-1,4-butanodioico
Acido D(-)-citramalico
Acido mélico

Acido trednico
D(-)-acido quinico

Acido trans-ferdlico

Acido fosférico

1080
1083
1095
1135
1167
1175
1244
1259
1296
1319
1333
1345
1351
1360
1456
1502
1565
1906
2106

1282

Base m/z
TMS?

117,147
147
147,217
103, 204
84
70
179, 105
116, 132
231, 147
147
147
147,189
147
147
147,273
147
147,292
217
217, 305, 318

299

Crucero

Conc.

3,74+0,04
4,07 +0,06
21,76 £0,51
105,30 £ 0,98
4,73+0,90
9,65 +0,22
859+0,74
11,10+ 0,87
45,14 +0,73
71,45+0,18
16,58 + 0,09
26,97 £ 0,57
41,83+0,34
34,64 +0,15
7,37 £0,66
3706,6 +5,98
12,61 £ 0,35
170,07 £ 0,69
31,76 £ 0,67

2025,87 + 8,76

%

0,01
0,01
0,04
0,17
0,01
0,02
0,01
0,02
0,07
0,12
0,03
0,04
0,07
0,06
0,01
6,08
0,02
0,28
0,05
711
3,33

Etapa verde
Medio Portada Porvenir Fatima
Conc. % Conc. % Conc. % Conc. %

3,6+0,16 0,01 5,0+0,01 0,01 47+05 0,01 0,000 0,00
52+0,28 0,01 1,8+0,22 0,00 28+0,.2 0,00 20+01 0,00
4,7+0,34 0,01 0,0 +0,00 0,00 0,0+0,0 0,00 0,000 0,00
107,9+ 1,61 0,17 91,0+ 1,96 0,15 36,5+29 0,06 359+17 0,06
6,2+ 0,09 0,01 1,0 £0,00 0,00 0,0+0,0 0,00 0,000 0,00
6,9+0,59 0,01 0,0 +0,00 0,00 0,0+0,0 0,00 0,000 0,00
3,8+0,04 0,01 35+0,12 0,01 54+0,8 0,01 14+0,1 0,00
21+0,07 0,00 0,0 +0,00 0,00 0,0+0,0 0,00 0,000 0,00
39,7+1,24 0,06 454 +1,84 0,07 2419+7,1 0,39 206,129 0,33
39,1+1,25 0,06 358+3,71 0,06 299+11 0,05 29,1+0,7 0,05
11,7+1,10 0,02 11,5+0,78 0,02 26+0,3 0,00 0,6+0,0 0,00
148+171 0,02 19,1+1,86 0,03 0,2+0,0 0,00 21+00 0,00
40,1+2,97 0,06 38,8+2,39 0,06 221+12 0,04 285+04 0,05
45+0,20 0,01 5,0+0,10 0,01 0,0+0,0 0,00 0,000 0,00
0,2 +0,02 0,00 0,0 +0,00 0,00 0,0+0,0 0,00 0,0+0,0 0,00
2555,1 £ 14,28 4,12 3573,5+73,30 5,76 169,1+5,2 0,27 150,7+ 1,5 0,24
8,3+0,53 0,01 9,3+0,91 0,01 230+25 0,04 19,1+0,8 0,03
119,8 + 1,45 0,19 149,3+7,85 0,24 27817 0,04 29114 0,05
12,3+0,33 0,02 17,7+2,24 0,03 0,0+0,0 0,00 0,0+0,0 0,00

4,81 6,46 0,91 0,81
1221,7 + 12,77 1,97 1586,0 + 22,62 2,56 62,2+23 0,10 451+14 0,07
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Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

39
40

26
28
29
30
32
33
34

27
36
37
38
41
42
44

12
19

Monosacéridos (Ms)
Ms.N.i 1
Ms.N.i 2

Isémeros furano
B-D(-)-Ribofuranosa
a-D-(+)-fructofuranosa
B-D-(+)-fructofuranosa
a-D-(+)-glucofuranosa
B-D-(+)-Galactofuranosa
a-D-(+)-Galactofuranosa

B-D-(+)-glucofuranosa

Isémeros pirano

a-D (+)-xilopiranosa
a-D (-)-Fructopiranosa
a-Galactopiranosa
B-Galactopiranosa
a-D-(+)-Glucopiranosa
B-D (-)-Fructopiranosa

B-D-(+)-Glucopiranosa

Polioles
1,3-dihidroxi-2-propanona
Glicerol
2-Metil-1,4-butanodiol

1974
1978

1662
1861
1874
1883
1890
1898
1901

1734
1939
1958
1965
1986
1994
2031

1223
1305
1403

305, 147, 612
305, 147, 540

217
217, 147
217, 204

217

217

217

217

204
204,191, 217
204,217,191
204,191, 217
204, 147, 217
204,191, 217
191, 204, 217

103
147
147

2738,79 1,30
0,00 0,00

0,00 £ 0,00
10665,82 + 5,48
3202,36 +4,51

58,04 +0,07

0,00 £ 0,00

0,00 +0,00
4075,09 + 2,07

51,74 +0,53
7693,18 + 2,68
198,82 + 1,51
512,21 £11,15
180,5 + 71,40
1642,44 + 3,48

6562,99 + 111,65

55,02 +0,51
7,14 +0,80
0,00 £ 0,00

4,50
0,00
4,50

0,00
17,51
5,26
0,10
0,00
0,00
6,69
29,55

0,08
12,63
0,33
0,84
0,30
2,70
10,77
27,65

0,09
0,01
0,00

2477,5 +20,29
0,0 £0,00

3,7+0,96
9690,8 + 79,48
6264,8 + 93,71
454 £272
0,0 £0,00
0,0+0,00
3696,9 + 20,42

439+281
7984,9 +39,16
133,0+2,79

747,6 21,69
211,2 £ 20,02
2037,6 +33,84
7809,1 + 96,10

32,4344
57%0,77
3,2+0,08

3,99
0,00
3,99

0,01
15,61
10,09
0,07
0,00
0,00
5,96
31,74

0,07
12,86
0,21
1,20
0,34
3,28
12,58
30,56

0,05
0,01
0,01

4540,0 + 42,40
0,0 £0,00

3,7+0,06
97805+ 71,31
4810,6 + 75,85
54,9+ 3,41
0,0 £0,00
0,0+0,00
3626,7 + 86,40

53,3+ 1,68
8682,9 + 30,89
94,2 +7,25
5775+77,70
246,7 16,36
1481,4 + 62,49
8109,4 + 85,90

315+1,44
4,0+0,46
3,3+0,04

731
0,00
9,87

0,01
15,76
7,75
0,09
0,00
0,00
5,84
29,44

0,09
13,99
0,15
0,93
0,40
2,39
13,06
31,00

0,05
0,01
0,01

3311,0+73,2
0,0+0,0

0,0+0,0
9339,4 £ 73,8
5410,5 + 89,3
158,2+10,4
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

70+04
8329570
1124+53
5223,1 £43
233%12
3400,7 + 47
9799,8 £ 72

422,197
1,1+01
0,0+0,0

5,33
0,00
5,33

0,00
15,05
8,72
0,25
0,00
0,00
0,00
24,02

0,01
13,42
0,18
8,42
0,04
5,48
15,79
43,33

0,68
0,00
0,00

3657,1+95,3
0,0+0,0

0,0+0,0
10865,8 +170,3
2651,4 + 86,6
164,1+3,6
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

105+0,2
7966,8 +121,2
167,9+6,6
3933,1 £ 68,1
11,0+£05
31225+ 58,8
10937,9 £121,4

4294 +8,7
1,3+£0,0
0,0+0,0

5,89
0,00
5,89

0,00
17,5
4,27
0,26
0,00
0,00
0,00
22,0

0,02
12,8
0,27
6,34
0,02
5,03
17,6
42,1

0,69
0,00
0,00
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Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

20  D(-)-Eritrosa (cetol)
23 Treitol

43 chiro-inositol

45  scyllo-inositol

49  myo-inositol

Carbohidratos acidos y lactonas

18  Acido trans-1,4-lactona-treonico
25  Acido tetrénico

31 L-galactan-1,4-lactona

46  Acido a-D-galactofuranuronico

47  Acido B-D-galactofuranuronico

Disacaridos (Ds)
50 D(+)-Sucrosa
51  D(+)-Turanosa
52  isomaltulosa (a-palatinosa)
53  isomaltulosa (f3-isomero)
54 Ds.N.il
55  D-Leucrosa
56 Ds.N.i2

T Componentes
Acidos carboxilicos

1  Acido lactico

1418
1517
2001
2074
2136

1385
1585
1888
2082
2086

2711
2787
2812
2834
2846
2853
2902

IK?

1080

147, 204
147
318, 305, 217
318, 305, 217
305, 318, 217

147
147,292
217, 204

217,147,539
217,147,539

361, 217, 437
361, 147, 217
217, 361
217, 361
217, 361
361, 204
217, 289, 437

m/z ion TMS®

117,147

71,16 + 0,86
0,00 0,00
1851,87 0,05
0,00 0,00
2959,64 + 6,97

9,48 £ 0,47
28,85+ 0,63
64,05+0,95
0,00 £ 0,00
0,00 +0,00

5864,36 + 13,42
3242,15+12,52
0,00 £ 0,00
0,00 +0,00
0,00 £ 0,00
2822,7 £ 46,39
0,00 0,00

Etapa Madura

Crucero

Conc.

0,55 +0,03

0,12
0,00
3,04
0,00
4,86
8,12

0,02
0,05
0,11
0,00
0,00
0,17

9,63
5,32
0,00
0,00
0,00
4,63
0,00
19,58

%

0,00

635+1,72

0,0 £0,00
2379,3 +32,08

0,0 £0,00
3086,8 + 92,74

13,0+1,75
20,4+£1,39
55,4+1,44
0,0+0,00
0,0+0,00

6336,1 + 59,66
2583,8 + 38,50
0,0 £0,00
0,0+ 0,00
0,0 £0,00
2134,4 +£51,81
0,0 £0,00

Medio

Conc.

0,2 +0,02

0,10
0,00
3,83
0,00
4,97
8,98

0,02
0,03
0,09
0,00
0,00
0,14

10,21
4,16
0,00
0,00
0,00
3,44
0,00
17,81

%

0,00

75,4 2,36
0,0 £0,00
1893,6 + 50,83
0,0 £0,00
3068,0 + 53,66

39+0,12
15,7 £ 1,69
74,0+1,44
0,0 +£0,00
0,0+0,00

5111,6 + 90,84
1988,7 £ 77,27
0,0 £0,00
0,0+0,00
0,0 £0,00
21483 +81,31
0,0 £0,00

Portada

Conc.

0,2+0,02

0,12
0,00
3,05
0,00
494
8,18

0,01
0,03
0,12
0,00
0,00
0,15

8,23
3,20
0,00
0,00
0,00
3,46
0,00
14,90

%

0,00

138,8 +10,6
0,0+0,0
2130,8 +90,8
0,0+0,0
3147,0+10

10,0+0,4
2,6 0,0
1742 +13,9
0,0+0,0
0,0+0,0

5347,2+92,8

2527,6 £ 94,3
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

24238 76,7
0,0+0,0

Porvenir

Conc.

0,8+0,0

0,22
0,00
3,43
0,00
5,07
9,41

0,02
0,00
0,28
0,00
0,00
0,30

8,61
4,07
0,00
0,00
0,00
3,90
0,00
16,59

%

0,00

159,8 +6,2
0,0+0,0
2016,7+77,1
0,0+0,0
32253+415

121+£13
20+0,2
2132+115
0,0+0,0
0,0+0,0

6503,6 +87,9
22954 + 28,5
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
3171,4+76,3
0,0+0,0

Fatima

Conc.

0,8+0,0

0,26
0,00
3,25
0,00
5,20
9,40

0,02
0,00
0,34
0,00
0,00
0,37

10,4
3,70
0,00
0,00
0,00
511
0,00
19,2

%

0,00
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Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.
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13
14
15
16
17
21
22
24
35
48

10

39

40

26

Acido glicélico

Acido pirdvico

Acido B-Hidroxipirtvico
Acido etil-pipecélico
L-prolina

Acido benzoico

L-serina

Acido acetoacético
Acido succinico

Acido 2-metil succinico
Acido glicérico

Acido ticénico

Acido 2-metilen-1,4-butanodioico
Acido D(-)-Citramélico
Acido malico

Acido trednico
D(-)-acido quinico

Acido trans-fertlico

Acido fosforico

Monosacéaridos (Ms)

Ms.N.i 1

Ms.N.i 2

Isémeros furano

B-D(—)-Ribofuranosa

1083
1095
1135
1167
1175
1244
1259
1296
1319
1333
1345
1351
1360
1456
1502
1565
1906
2106

1282

1974

1978

1662

147
147,217
103, 204

84
70
179, 105
116, 132
231, 147
73,147
73,147
73,147, 189
147
147
147,273
73,147
147,292
217
217,305, 318

299

305, 147, 612

305, 147, 540

217

0,42 £0,07
0,42 £ 0,02
13,81+0,13
0,00 0,00
0,00 £ 0,00
0,45+0,03
0,00 £ 0,00
56,01 +0,91
1,80+0,01
0,00 +0,00
1,59+0,01
0,00 +0,00
0,00 £ 0,00
0,00 +0,00
302,12 + 0,55
10,39 £ 0,09
65,07 + 0,42
1,64 £0,02

166,36 + 1,16

2072,30 £ 3,93

469,17 +2,28

0,00 £ 0,00

0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,09
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,49
0,02
0,10
0,00
0,73
0,27

3,34

0,76
4,09

0,00

1995,9 + 58,33

0,7+1,10
0,4 £0,09
16,9+1,38
0,2+0,01
1,8+0,05
0,9+0,19
22+232
375+1,19
1,7+0,08
0,0+0,00
1,5+0,20
0,4 +0,02
0,1+0,00
0,6 +0,09
179,0 3,35
8,8+1,03
38,7+293
2,4+0,13

230,9+841

426,3 +10,67

0,2 +0,02

0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,29
0,01
0,06
0,00
0,47
0,37

3,22

0,69
3,90

0,00

09+0,11
0,5+0,01
16,9+0,50
0,2+0,01
1,9 +0,06
0,9+0,02
2,6+0,34
38,2+1,27
1,0+0,01
0,0+0,00
0,9+0,01
0,4+0,01
0,1+0,00
0,9+0,08
180,4 + 2,67
6,7 +0,29
38,5+1,86
24+0,11

2349+ 7,46

2007,7 £ 72,34

418,3+10,08

0,2+0,01

0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,29
0,01
0,06
0,00
0,47
0,38

3,23

0,67
391

0,00

1,0+0,0
0,0+0,0
259,2+22,0
0,0+0,0
0,0+0,0
15+0,1
0,0+0,0
493+21
0,7+0,1
0,0+0,0
0,7+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
194+13
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

16,719

2682,2 +
1244
148,0 £ 24,2

0,0+0,0

0,00
0,00
0,42
0,00
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,54
0,03

4,32

0,24
4,56

0,00

1,0+0,1
0,0+0,0
237,1+29,0
0,0+0,0
0,0+0,0
15+0,1
0,0+0,0
53,3+2,6
0,7+0,0
0,0+0,0
0,7+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
223+1,6
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

14717

2702,8 +50,0

149,2 £ 25,4

0,0+0,0

0,00
0,00
0,38
0,00
0,00
0,00
0,00
0,09
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,51
0,02

4,35

0,24
4,60

0,00

116



Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

28  a-D-(+)-fructofuranosa
29  B-D-(+)-fructofuranosa
30 o-D-(+)-glucofuranosa
32  B-D-(+)-Galactofuranosa
33  o-D-(+)-Galactofuranosa

34  B-D-(+)-glucofuranosa

Isomeros pirano

27  a-D (+)-xilopiranosa
36  a-D (-)-Fructopiranosa
37  o-Galactopiranosa

38  B-Galactopiranosa

41  o-D-(+)-Glucopiranosa
42 B-D (-)-Fructopiranosa
44 B-D-(+)-Glucopiranosa

Polioles
7  1,3-dihidroxi-2-propanona
12 Glicerol
19  2-Metil-1,4-butanodiol
20  D(-)-Eritrosa (cetol)
23 Treitol
43 chiro-inositol
45  scyllo-inositol

49  myo-inositol

Carbohidratos &cidos y lactonas

18  Acido trans-1,4-lactona-treonico

1861
1874
1883
1890
1898
1901

1734
1939
1958
1965
1986
1994
2031

1223
1305
1403
1418
1517
2001
2074
2136

1385

217, 147
217,204
217
217
217
217

204
204,191, 217
204,217,191
204,191, 217
204, 147, 217
204,191, 217
191, 204, 217

103

147

147

147,204

147
318, 305, 217
318, 305, 217
305, 318, 217

147

9380,39 + 14,98
2847,22 +4,35
157,51 +£3,14
439,87 £ 1,69
2713,69 * 3,96

0,00 +0,00

33,24+1,99
6521,22 + 18,39
296,97 £1,02

1164,56 + 7,89

160,74 £ 3,95
1540,23 + 14,80
6142,67 £21,70

13,79+ 0,91
1,51+0,01
0,00 +0,00
114,41 £1,90
71,70+1,15
1344,24 + 23,43
146,15 + 13,38
2306,03 +17,69

543 +0,53

15,11
4,59
0,25
0,71
4,37
0,00
25,03

0,05
10,51
0,48
1,88
0,26
2,48
9,90
25,55

0,02
0,00
0,00
018
0,12
2,17
024
3,72
6,44

0,01

9185,7 +127,90
3820,1 +72,89
151,1+4,18
369,5+ 14,82
3192,4 +81,63
0,0+0,00

155+ 2,57
6169,5 + 39,62
210,6 £5,96
1240,2 + 30,33
194,6 + 12,67
12473 £ 19,35
5411,1 £ 30,25

9,0+0,19
2,0+0,18
0,9+0,01
100,8 £2,72
62,7 +£2,00
981,8 24,29
417,9+£10,22
2157,6 £78,61

4,2+0,03

14,80
6,15
0,24
0,60
5,14
0,00
26,94

0,02
9,94
0,34
2,00
0,31
2,01
8,72
23,34

0,01
0,00
0,00
0,16
0,10
1,58
0,67
3,48
6,01

0,01

9239,8 + 89,58
3862,1 + 162,37
141,9+£2,93
397,5+7,04
3194,6 + 65,57
0,0+0,00

16,3 +0,54
6306,3 + 96,55
266,1+5,32
1093,6 + 23,90
165,6 10,94
911,7 + 48,70
5364,7 +51,93

9,6+0,18
2,4+0,20
0,6 +0,07
107,1 £ 2,56
68,8 + 1,50
902,9 +57,16
105,7 £ 2,37
2176,9 £ 91,41

4,3+0,32

14,89
6,22
0,23
0,64
5,15
0,00
27,13

0,03
10,16
0,43
1,76
0,27
1,47
8,64
22,76

0,02
0,00
0,00
017
011
145
0,17
351
5,44

0,01

6770,1+92,1
2901,7 +59,8
165,9+9,9
855,3+74,9
620,2 + 63,1
0,0+0,0

132+16
6428,8 + 85,4
208,0 +15,7
3001,8 74,7

66,4 +8,6
2969,0 + 78,6
5850,0 + 65,8

384,9+55,7
0,0+0,0
0,0+0,0
195,8 22,2
88,3+8,6
1267,3 £97,2
81,9+6,1
2417,7+57,8

0,0+0,0

10,91
4,68
0,27
1,38
1,00
0,00
18,23

0,02
10,36
0,34
4,84
0,11
4,78
9,43
29,87

0,62
0,00
0,00
0,32
0,14
2,04
0,13
3,90
7,15

0,00

6304,6 +93,1
2948,4 95,1
158,9 13,7
820,9 +28,2
676,9+73,8
0,0+0,0

152+1,6
6480,6 +126,1
209,7+17,1
3026,2 + 62,5
66,9+8,8
2992,3 + 85,2
5897,8 + 73,4

382,0+9,6
0,000
0,0+0,0
187,3+23,4
91,9+9,7
1277 £,6 126,0
825+23
24372 +27,8

0,0+0,0

10,1
4,75
0,26
1,32
1,09
0,00
17,5

0,02
10,4
0,34
4,88
0,11
4,82
9,50
30,1

0,62
0,00
0,00
0,30
0,15
2,06
0,13
3,93
7,18

0,00
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25
31
46
47

50

51
52
53
54
55
56

Acido tetronico
L-galactan-1,4-lactona
Acido a-D-galactofuranuronico

Acido B-D-galactofuranuronico

Disacéaridos (Ds)
D(+)-Sucrosa
D(+)-Turanosa
isomaltulosa (o-palatinosa)
isomaltulosa (B-isémero)
Ds.N.i 1

D-Leucrosa

Ds.N.i 2

1585
1888
2082
2086

2711

2787
2812
2834
2846
2853
2902

147,292
217,204
217,147,539
217,147,539

361, 217, 437

361, 147, 217
217, 361
217, 361
217, 361
361, 204

217, 289, 437

0,00 0,00
246,95 * 3,23
132,51 £9,97
130,48 + 7,62

8445,41 + 66,05

3809,52 + 61,26
424,30 + 15,25
4309,91 + 23,85
2252,52 +32,09
2655,24 + 44,99
1097,65 + 33,82

0,00
0,40
0,21
0,21
0,83

13,61

6,14
0,68
6,94
3,63
4,28
177

37,05

0,1+0,01
162,6 + 3,67
70,7+1,94
38,8+ 1,63

8490,7 + 39,69

3691,2 + 76,84
439,7 8,27
4576,4 + 27,03
2187,6 £59,76
2725,8 £68,01
1792,5 £ 43,41

0,00
0,26
0,11
0,06
0,45

13,68

5,95
0,71
7,37
3,52
4,39
2,89
38,51

0,0+0,00
191,1+5,22
71,2+2,15
398+1,74

8665,7 + 32,54

4440,3 £ 97,57
4448 +7,29
4655,9 + 85,72
2200,9 + 94,61
2407,2 + 87,26
1658,1 + 38,60

0,00
0,31
0,11
0,06
0,49

13,96

7,15
0,72
7,50
3,55
3,88
2,67
39,43

0,000
101,6 +13,2
79,3+£5.2
90,3+6,9

7710,4 £ 54,1

5547,0 + 64,1
47965
5741,1+90,4
1550,8 £ 61,3
2212,4 +54,3
1521,5 £ 46,3

0,00
0,16
013
015
0,44

12,42

8,94
0,08
9,25
2,50
3,56
2,45
39,20

0,0+0,0
114,1+9,8
799+37
91,0+104

7786,7 97,0

5592,2 + 67,3
48,3+6,9
5787,4 +123,3
1563,2 £ 68,1
2230,6 +£ 98,1
1533,6 £ 72,7

0,00
0,18
0,13
0,15
0,46

12,5

9,01
0,08
9,32
2,52
3,59
2,47
39,5

* Numeracién de identificacion en Target compound library.
2 Indice de retencién relativo en columna capilar ZB 5MSi.

% Pico base en el espectro de masas. La primera sefial corresponde al 100% de intensidad (seleccionado como ion para integracién de area de pico).
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Figura 24. Dispersién de muestras de zumo de mandarina clementina en dos etapas de madures, segiin componentes principales volatiles.
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Figura 25. Dispersion de muestras de zumo de mandarina clementina en dos etapas de madures, segiin componentes principales lipidicos.
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Figura 26. Dispersién de muestras de zumo de mandarina clementina en dos etapas de madures, segiin componentes polares de solidos solubles totales.
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Figura 27. Dispersion de muestras de de mandarina segun procedencia de cultivo en dos etapas de madures, segun fraccion de componentes de SST.
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5. FORMULACION DE UN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE
HIDROCOLOIDAL ANTIFUNGICO.

5.1 Introduccion

El uso de recubrimientos para frutas y hortalizas es una préactica antigua que se

desarroll6 para imitar las cubiertas naturales de los productos vegetales comestibles.

Existen reportes que datan de los siglos XII 'y XIII en los que se menciona que en China
se realizaba la inmersidn en cera de naranjas y limas para retardar la pérdida de agua
[189], [190]. Durante el S. XVI se practicaba en Inglaterra el “enmantecado”, esto es, el
recubrimiento con grasa de productos alimentarios para prevenir también la pérdida de
humedad de éstos. En el S. XIX se emplearon peliculas a base de gelatina para la
preservacion de carnes y otros alimentos; alrededor de los 30’s ya se encontraban
comercialmente disponibles ceras parafinicas que se derretian con calor para el
recubrimiento de citricos [191], y en los comienzos de los afnos 50’°s se desarrollaron
emulsiones aceite-agua con cera de carnauba para el recubrimiento de frutas frescas y
hortalizas [189], [192]. Desde mediados de los 50’s a mediados de los 80’s se realizo
bastante trabajo orientado al uso de peliculas y recubrimientos para extender la vida
comercial y mejorar la calidad de alimentos frescos, congelados y procesados, el cual se
ha reportado tanto en la literatura cientifica como en muchas patentes.
Desafortunadamente, gran parte de este trabajo es de valor limitado debido a la carencia

de datos cuantitativos de las caracteristicas de barrera de los recubrimientos.

En la actualidad existe un gran interés en el desarrollo de recubrimientos de alto
desempefio que permitan una proteccién efectiva de la calidad de los bienes de consumo
y ofrezcan ademas, seguridad en el plano alimentario para el consumidor. Por ello el

enfoque en la ciencia de las peliculas comestibles de matriz hidrocoloidal.

Los hidrocoloides son polimeros hidrofilicos, de origen vegetal, animal, microbiano o
sintético, que generalmente contienen muchos grupos hidroxilo y puede ser

polielectrolitos (por ejemplo, alginato, carragenina, carboximetilcelulosa, goma arabiga,
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la pectina y la goma xantana, por ejemplo) [193]. Hoy en dia, son ampliamente
utilizados como soluciones formadoras de pelicula para llevar a cabo y controlar la
textura, sabor y vida util de los alimentos. Los materiales hidrocoloidales, es decir,
proteinas y polisacaridos, se utiliza ampliamente para la formacién de peliculas y
recubrimientos comestibles. Todos los hidrocoloides se utilizan total o parcialmente
solubles en agua y se utilizan principalmente para aumentar la viscosidad de la fase
continua (fase acuosa) es decir, como agente gelificante o espesante. También se
utilizan como emulsionantes, ya que su efecto estabilizador en emulsiones se deriva de
un aumento de la viscosidad de la fase acuosa de la pelicula comestible. EI movimiento
cinético de las gotas de oleosas se reduce, lo que resulta en una menor tasa de

floculacion y coalescencia en la pelicula [194].

5.1.1 Materiales de los recubrimientos comestibles

De acuerdo con Krochta [195], una pelicula comestible se define como aquella capa
delgada de material comestible formada sobre un alimento como un recubrimiento, o
colocada (lo que implica que debe ser pre-formada) sobre o entre los componentes de
los alimentos. Su proposito: es el de inhibir o reducir la migracion de humedad,
oxigeno, dioxido de carbono, aromas, lipidos, pigmentos, etc, servir como vehiculo para
aditivos alimentarios (antioxidantes, antimicrobianos, saborizantes, colorantes), y/o
mejorar la integridad mecanica o caracteristicas de manejo del alimento en cuestion. En
algunos casos las peliculas comestibles con buenas propiedades mecéanicas pueden

llegar a sustituir las peliculas de empague sintéticas.

Actualmente las peliculas y cubiertas comestibles encuentran una amplia variedad de
aplicaciones: cubiertas de chocolate para nueces y frutas, cubiertas de cera para frutas y
hortalizas, fundas para salchichas, etc. Los retos técnicos involucrados en producir
alimentos y conservarlos con calidad estable, indican que el uso de este tipo de
recubrimientos y peliculas serd mayor de lo que actualmente es. Sin embargo, a pesar de
que la informacion técnica disponible para la elaboracion de peliculas comestibles es
amplia, no es universal para todos los productos, lo que implica un reto para el

desarrollo de recubrimientos y peliculas especificas para cada alimento.
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Las peliculas y recubrimientos comestibles se elaboran con biopolimeros naturales de
alto peso molecular que proporcionan una matriz macromolecular con resistencia
cohesiva alta. Los tipos de macromoléculas que se emplean para este proposito son
hidrocoloides (proteinas, polisacaridos) los cuales debido a su naturaleza hidrofilica,
son muy sensibles al agua. Los otros componentes mayoritarios en la formulacion lo
constituyen los lipidos, (eventualmente resinas y/o ceras), pero también pueden incluir
plastificantes, emulsificantes, agentes tensoactivos (surfactantes), agentes de liberacion
controlada de compuestos, lubricantes, etc., por lo que realmente se trata de

formulaciones multicomponente [196].
5.1.1.1 Polisacaridos

Los polisacaridos son utilizados en sistemas de alimentos como agentes espesantes,
estabilizantes, gelificantes, emulsionantes [197]. Estos comprenden una fuente de
recursos abundantes y renovables de agentes hidrofilicos formadores de peliculas con
un amplio rango de viscosidades, permeabilidad a los gases relativamente baja, pero
poca resistencia a la transferencia de vapor de agua. Para el uso de este tipo de
materiales se dispone de una lista amplia de polisacaridos utilizados en recubrimientos y
peliculas, como se observa en la tabla 16. La calidad de estos materiales esta definida
por la FDA (FDA 21 CFR, EE.UU) y son aceptados para su uso en alimentos por la

normatividad Colombiana.
5.1.1.2 Pectina

Al igual que con polimeros de celulosa, la longitud de la cadena también afecta la
solubilidad y la viscosidad. La disolucién en agua de las pectinas en polvo tiene lugar
en tres etapas: dispersion, hinchado y disolucién. Para la dispersion del polvo es
necesaria una fuerte agitacion a fin de separar bien los granulos de pectina e impedir la
formacion de grumos que serian posteriormente insolubles. Una vez dispersada, la
pectina necesita un tiempo (funcién de la temperatura, de la concentracion, de la dureza
del agua, etc.) para hidratarse en la etapa conocida como hinchado. Finalmente cuando
las moléculas han fijado una cantidad suficiente de agua, entre 15 y 25 veces su propio

peso segun las condiciones de trabajo, se obtiene una solucion homogénea.
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Cuando se utiliza pectina como formador de pelicula en recubrimientos, este polimero
aporta un de poco de brillo al producto y forma una superficie adherente. Las pectinas
de bajo metoxilo se pueden asociar con iones de calcio para formar geles [198]. Los
recubrimientos hechos con materiales de pécticos en general tienen altos indices de
transmision de vapor de agua debido a su naturaleza hidrofilica [199], [200], que
pueden mejorarse por la adicion de parafina o cera de abejas. La resistencia a la traccién
de las peliculas de acido pectico aumenta con una disminucion en el contenido de
metoxilo [201], porque la eliminacion de los grupos éster conduce a un aumento
transversal de unién entre los grupos carboxilos residuales. Miers, informd que los
recubrimientos de pectina de resistencia aceptable presentaron un contenido de metoxilo
de 4% o menos y viscosidades intrinsecas de 3.5 o superior [201]. Las pectinas son

generalmente considerados GRAS [202].

Tabla 16. Polisacaridos utilizados en formulacién de recubrimientos.

Sustancia Clasificacion

Agar GRAS, agente saborizante y de secado, estabilizador, espesante,
acabado de superficies.

Alginato GRAS, emulsificador estabilizador, espesante

Carragenanos emulsificador estabilizador, espesante, agente gelificador

Quitosan emulsificador estabilizador, espesante

Dextrinas GRAS, estabilizador, espesante

Etil celulosa Compactante, componente de recubrimientos protectores para
vitaminas y tabletas minerales

Furceleran (Danish agar) Emulsificador, estabilizador espesante

Sales de furceleran Emulsificador, estabilizador espesante

Goma arabiga (goma acacia) GRAS, emulsificador

Goma ghatti GRAS, emulsificador

Goma karaya GRAS, estabilizador, espesante

Goma tragacanto GRAS, ayudante de formulacién, emulsificante

Goma guar GRAS, emulsificante

Hodroxipropil celuosa Emulsificante, formador de pelicula, coloide protector, espesante

Hidroxipropilmetilcelulosa Emulsificante, formador de pelicula, coloide protector, espesante

Metilcelulosa GRAS, GMP

Metiletilcelulosa Emulsificante, antiespumante

Almidén modificado Aditivo alimentario

Pectinas GRAS, GMP

Carboximetilcelulosa sddica GRAS, GMP

Goma xantan Estabilizante, emulsificante, espesante, agente suspensor

Tomado de: Baldwin, E.A. 2007. [203].
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5.1.1.3 Goma Tragacanto

La goma tragacanto es un polisacarido obtenido por incision de tallos de varias especies
del genero Astragalus (Astragalus gummifer, Labillardiére), que se encuentran en
regiones montafiosas de Turquia, Siria, Irak, Iran y Rusia. La goma es una mezcla de
polisacéridos con diferentes porciones estructurales insolubles y solubles en agua. El
Bassorin (porcién de amilosa) constituye el 60-70% de la goma, es la principal parte
insoluble en agua, mientras que el resto del material se compone de porciones solubles
en agua, conocido como Tragacantin, el cual por hidrdlisis produce arabinosa, L-fucosa,
D-xilosa, D-galactosa y acido D-galacturonico. La goma tragacanto también contiene
pequefias cantidades de celulosa, almidon, proteinas y cenizas, tiene un peso molecular
aproximado de 840.000 daltons [204].

La goma tragacanto se utiliza como emulsionante y agente de suspension en una
variedad de formulaciones farmacéuticas. Se utiliza en cremas, geles, emulsiones y en
diversas concentraciones, segun la aplicacion de la formulacion, de manera similar, se

utiliza en cosméticos y alimentos productos, como diluyente en formulacion de tabletas.

Entre las ventajas potenciales de los recubrimientos a base de polisacéridos se pueden
mencionar que no son grasosos, son peliculas de bajas calorias y pueden emplearse para
extender la vida comercial de frutas y hortalizas sin alto riesgo de desarrollar
condiciones de anaerobiosis, por lo que su aplicacion en la agricultura se ha vuelto
popular debido a sus propiedades para modificar la atmdsfera interna de una manera
similar a las atmdsferas controladas [205].

5.1.1.4 Lipidos

Los lipidos son un grupo de compuestos hidrofobicos, cominmente presentes como
ésteres de glicerol, se presentan en forma neutra y como acidos grasos. También
incluyen las ceras, que son ésteres de alcoholes de cadena larga monovalentes y acidos
grasos [206]. Una lista de los componentes lipidicos de uso comun en recubrimientos se
reporta en la tabla 17. Los &cidos grasos y alcoholes en su forma libre son carentes de
integridad estructural y durabilidad pero presentan buena capacidad formadora de

pelicula. Debido a la naturaleza fragil de estos compuestos, los lipidos se incorporan a
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menudo en una matriz estructural de otra sustancia, como un polisacarido [207]. Los
componentes lipidicos, por lo tanto, deberdn incorporarse en recubrimientos de
materiales compuestos formado por al menos dos materiales. La matriz de soporte, si se
compone de polimeros hidrofilicos, pueden afectar la resistencia de la pelicula a la
transmision de vapor de agua [208]. En general, los aceites no son tan resistentes a los
gases y a la transferencia de vapor de agua como son las ceras en estado solido [209],
[210]. En un estudio realizado el alcohol estearilico fue el mas resistente a la
transmision de 02, probablemente debido a su capacidad de cristalizar con
superposicién de plaquetas con una direccion perpendicular a la direccion del flujo de
gas [211], [212]. En general, los recubrimientos que incluyen lipidos s6lidos hasta un
75% pueden utilizarse para mejorar el desempefio del material sin disminuir la capa
barrera contra la humedad, pero los sélidos por debajo del 25% han producido un

aumento de la permeabilidad en condiciones de ensayo [213].

Tabla 17. Sustancias grasas utilizadas en formulacion de recubrimientos

Sustancia Clasificacion
Aceites
Monoglicerido acetilado Recubrimiento termoadhesivo removible
aceite de castor Coberturas para golosinas y tableteria
Acidos grasos de fuentes comestibles: Agente liberador; lubricante; protector de frutas
Caprico, laurico, miristico, oleico, palmitico, y vegetales frescos
esteérico.
Aceite mineral Recubrimiento termoadhesivo removible
Aceite de mani GRAS, recubrimientos comestibles
Sales de 4cidos grasos Emulsionante, antiaglomerante
Aceite de soya GRAS, recubrimientos comestibles
Hidrocarburos sintéticos de parafina de petréleo Componentes de recubrimientos en frutas y
vegetales
Aceite mineral blanco Componente para recubrimientos de fusion en
caliente para carnes
Ceras

Cera de abejas GRAS, abrillantador de superficie
Candelilla GRAS, lubricante, abrillantador de superficie
Carnauba GRAS, lubricante, abrillantador de superficie
Cera parafina Componente de recubrimientos
Cera de petréleo Componente de microcapsulas de saborizantes,

antiespumante, protector de coberturas para
queso, frutas y verduras frescas.

Tomado de: Baldwin, E.A. 2007. [203]
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5.1.1.4.1 Aceites

El aceite de parafina, aceite mineral, aceite de ricino, aceite de colza, monoglicéridos
acetilados, y vegetales (mani, maiz y soja) se han utilizado solos o en combinacién con
otros ingredientes para recubrir productos alimenticios. El aceite mineral blanco es un
producto derivado del petrdleo, que consiste en una mezcla de parafina liquida y e
hidrocarburos de nafta. Esta aprobado para su uso como un agente de liberacion
alimentario y como capa protectora para frutas frescas y hortalizas [206]. Los acidos
grasos Yy poligliceridos son derivados de aceites vegetales y se consideran GRAS [202].
Son de uso general junto con glicéridos como emulsionantes. Entre los varios aceites
probados en formulaciones de recubrimiento, el aceite de parafina presento la mayor
resistencia al agua, seguido por aceite vegetal y aceite mineral ligero [214]. Los
acetogliceridos son muy flexibles en forma polimorfica y estables en forma cristalina.
Estas grasas modificadas tienen uso como recubrimientos protectores y como
plastificantes [215]. La mayoria de los aceites usados en recubrimientos se consideran
aditivos directos de alimentos con las restricciones que varian segun la FDA [202]. La
parafina y el aceite mineral se permiten como agentes de liberacion y lubricantes,
antiespumantes, o formadores de capa, el aceite de ricino esta aprobado como un agente
de liberacion y para la formulacion de recubrimientos. Los aceites vegetales son
generalmente considerados GRAS, mientras que los monoglicéridos acetilados se
consideran aditivos alimentarios, con algunas otras restricciones que estan hechas de

grasa comestible [202].
5.1.1.4.2 Ceras

La parafina, cera de carnauba, cera de abeja, candelilla y las ceras de polietileno y se
han utilizado en productos de recubrimiento alimentarios, solos o en combinacion con
otros ingredientes. La cera de parafina es una fraccion de destilado de petréleo crudo
[216]. La parafina sintética esta formada por la polimerizacion catalitica de etileno y se
permite su uso en alimentos en los Estados Unidos. Se utiliza como recubrimiento
protector de frutas, verduras y queso, como base en formulacion de chiclets,

antiespumante, y como componente en la microencapsulacion de aromas [206].
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La cera de carnauba es el exudado de las hojas de palmera “el arbol de la vida”
(Copemica cerifera) en Brasil. La cera de abejas o "cera blanca" es secretada por las
abejas y la cera de candelilla es un exudado de la candelilla (Euphorbia antisphilitica),
que es una planta que crece en Meéxico y el sur de Texas. Estas ceras naturales se
consideran GRAS [202] en los Estados Unidos y se utilizan en fabricacion de chiclets,

caramelos, y recubrimientos comestibles.

La cera de abeja se compone de un 70-75% de una mezcla de ésteres de varios
Monoalcoholes de cadenas lineales pares, de C,4 a C3s de carbonos, esterificados con
acidos de cadena lineal. Estos acidos también tienen el mismo nimero de atomos de
carbono, hasta Cgs. El éster principal es el miricilpalmitato. También estan presentes
algunos acidos libres (alrededor del 14%) y carbohidratos (12%), asi como

aproximadamente el 1% de cera libre de alcoholes y ésteres de acido graso estearico.

5.1.2 Agentes antimicrobianos y antifungicos en RC

Los agentes quimicos antimicrobianos mas comunmente utilizados en los sistemas
alimentarios, han sido los &cidos benzoico, propionico, sérbico, el benzoato de sodio y
el sorbato de potasio, los cuales se pueden incorporar en peliculas y recubrimientos
comestibles para inhibir la proliferacion de bacterias, mohos y levaduras [205]. De
hecho, los compuestos antimicrobianos, cuando establecen contacto con los alimentos,
inhiben el crecimiento de los microorganismos presentes en la superficie [198]. Sin
embargo, debido a los problemas de toxicidad en los consumidores, la demanda de
alimentos naturales ha estimulado la busqueda de bioconservantes naturales en peliculas
comestibles. Los bioconservantes mas utilizados como antibacterianos son la lisozima y
la nisina, estos presentan efecto bactericida sobre bacterias Gram (+), pero también
presentan un efecto fuerte en bacterias Gram (-) cuando se combinan con agentes
guelantes tales como 4acido etilendiaminotetracético (EDTA). Otros bioconservantes
utiles para preservar la integridad de peliculas y recubrimientos comestibles son las
bacteriocinas, como lacticin, pediocin y enzimas antimicrobianas, tales como la
quitinasa y glucosa oxidasa [217]. También se conoce el uso del enzima lactoperoxidasa
(LPS) [218], [219], [220], que tiene propiedades antimicrobianas y antioxidantes; se
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encuentra en las glandulas mamarias, salivales y lagrimales de los mamiferos y en las
secreciones respectivas. LPS muestra un efecto bactericida sobre bacterias Gram (+) y
efecto bacteriostatico en bacterias Gram (+). LPS también presenta actividad
antifangica y antiviral [221]. Otros compuestos antimicrobianos naturales también se
han incorporados en proteinas y matrices basadas en polisacaridos, tales como los
aceites esenciales, el de romero, ajo y orégano, hierba de limén o aceite de canela, a

diferentes concentraciones.

Desde la edad media, los aceites esenciales se han utilizado ampliamente como
bactericidas, virucidas, fungicidas, antiparasitarios, incluso, como insecticidas, como
medicamentos y en cosmética. Especialmente, en la actualidad diferentes sectores
productivos los utilizan en productos de alto valor: farmacéutico, sanitario, cosmética,
agricultura y alimentacion. Debido a la modalidad de extraccion, en su mayoria por
destilacién a partir de plantas aromaéticas y en virtud de su metabolismo, contienen una
gran variedad de moléculas volatiles, como los terpenos y sesquiterpenos, fenoles y
componentes alifaticos. En ensayos in vitro, muchos de ellos se han caracterizado como
entidades fisicoquimicamente antioxidantes. Sin embargo, otros estudios muestran que
en células eucariotas, los aceites esenciales pueden actuar como prooxidantes que
afectan a las membranas internas de células y organulos como las mitocondrias.
Dependiendo de la composicion y la concentracion, exhiben efectos citotdxicos en las

células vivas, aunque son por lo general no genotdxicos [222].

Estos hallazgos sugieren que, al menos en parte, los efectos beneficiosos encontrados en
los aceites esenciales se deben a efectos prooxidantes en el nivel celular. La principal
ventaja de los aceites esenciales es que se pueden utilizar en cualquier alimento y se
consideran generalmente reconocidos como seguros, siempre y cuando sus efectos se
alcancen al maximo, con el minimo cambio en las propiedades organolépticas de los

alimentos y sin riesgo de toxicidad [223].
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5.1.3 Emulsificacion

Los recubrimientos en emulsion son aceites y/o ceras dispersas en agua o0 alguna otra
solucion hidrofilica. En una macroemulsion se han dispersado particulas de lipidos y/o
cera de tamafios de que van de 2x10° a 1x10° amstrong, y en microemulsiones de 1x10°
a 2x10° amstrong. La manipulacién de la cera implica su fusién y posterior
incorporacion en la fase que contiene agua [224]. La cera de carnauba y cera de abejas
forman microemulsiones estables con los emulsionantes adecuados, formando una capa
brillante, mientras que por lo general las macroemulsiones imparten un poco de brillo al
producto recubierto [225]. Existen diferentes tecnologias y métodos para la preparacion
de emulsiones, aplicables a la industria de recubrimientos comestibles; en la formacién
de este tipo de dispersiones estan involucrados tres factores que definen el éxito del

proceso:

- Accion mecanica, para interponer una sustancia en otra se precisa de una fuerza
exterior que se aplica normalmente mediante agitacién. Con ello se pretende
aumentar la superficie de contacto de las dos fases de forma que la fase
discontinua quede finamente dividida en el seno de la fase continua, formandose
un sistema homogéneo [225].

- Accidn sobre la energia de superficie, las gotas en la emulsién ademas de estar
sometidas a la fuerza de la gravedad y a una inercia estatica que las separa y
hace que dos liquidos inmiscibles estén separados, estan sometidas a una energia
de superficie. Para que las dos fases se unan hay que vencer esa energia de
superficie bien agitando (mecanicamente) o bien con un tensoactivo (este
disminuird la tensién superficial) [225].

- Tension superficial, es lo que hay que vencer para que dos liquidos inmiscibles
se hagan miscibles. No se mezclan porque hay una repulsion entre ellas al
mezclarse por la existencia de una tension interfacial. Al agitar se pretende
aumentar la superficie de contacto de la fase externa con la fase interna. Esta
superficie de contacto se puede aumentar, bien aumentando la energia o bien
disminuyendo la tension superficial. La tension superficial se consigue disminuir

afnadiendo un tensoactivo [225].
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5.1.2 Materiales y métodos

5.2.1 Seleccion de materiales para un RC

Las seleccién de un material formador de pelicula, sus constituyentes y del aditivo
bioactivo esta en funcién del objetivo, la naturaleza del producto y el método de
preparacion y aplicacion [192], [226]. De esta manera, para el caso de frutos citricos, las
propiedades de transferencia de masa selectiva deseadas de una pelicula comestible
tendrian que permitir el desarrollo normal de la maduracidn, senescencia y respiracion
de los frutos sin riesgo de anaerobiosis, limitando en gran medida su deshidratacién

durante el almacenamiento.

Diferentes investigaciones con recubrimientos comestibles hidrocoloidales han
propuesto la mezcla de cuatro componentes principales como se observa la tabla 18, los

cuales deben cumplir un rol basico en la formulacion.

Tabla 18. Componentes basicos de una formulacidn de recubrimiento comestible

Componente Funcién Cantidad
Pectina Formador de pelicula, suspensor 2-3%
Sorbitol Plastificante 0,9-1,8%
Cera de abejas Impermeabilizante, abrillantador de superficies 08,1649
Componente antimicrobiano  Antiflngico, fungistatico 1% *

* Cantidad a optimizar mediante bioensayos.

Las sustancias hidrofobicas como las ceras y aceites no solubles en agua resultan ser
eficientes para retardar la transferencia de agua a través de las peliculas; sin embargo si
se emplean como componente Unico o principal, se obtienen peliculas gruesas y
quebradizas. Por ello es necesario establecer un balance cuantitativo de los
constituyentes basicos. Adicionalmente, se requiere una optimizacion de condiciones de
formulacién en atencion a la incorporacion y retencion de volatiles en la pelicula de

recubrimiento.

Dados los objetivos de esta investigacion se propuso la optimizacion de una
formulacion de recubrimiento comestible hidrocoloidal con propiedades antifungicas

y/o fungistaticas, mediante la optimizacion de la formulacion que se presenta en la tabla
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18 y mediante la incorporacién de aceites esenciales de citricos, que aporten proteccion
contra patdgenos del genero Penicillium. Durante el desarrollo metodoldgico se
incorporan otros agentes a la formulacion con el objeto de mejorar sus propiedades

constitutivas y funcionales.
5.2.1.1 Caracteristicas de los materiales empleados

Pectinas, se utilizaron pectinas con diferente origen y propiedades quimicas en los

ensayos de formulacion del recubrimiento.

1. Pectina extraida mediante metodologia descrita en el numeral 3.2.1.1, se realizo

la precipitacion de sustancias insolubles y se acidularon a pH 1. Enero de 2011

2. Pectina extraida mediante metodologia descrita en numeral 3.2.1.1, se realizo la

precipitacion de sustancias insolubles y se acidularon a pH 4. Febrero de 2011
3. Pectina rapida grado alimentos USP. (Bellchem, Medellin-Col.)
4. Pectin from citrus fruits. (Sigma, P9135-Batch 079K0042. EE.UU.)
5. Pectin esterified, from citrus fruit. (Sigma, P9561-Batch 018K1650. EE.UU.)

6. Pectin esterified potassium salt, from citrus fruit. (Sigma, P9436-Batch
069K0976. EE.UU.)

Goma tragacanto grado alimentos USP. (Bellchem, Medellin-Col.)

Aceites vegetales, En los ensayos de formulacion de recubrimiento se utilizaron dos
aceites vegetales comestibles, adquiridos del mercado; ambos aceites se caracterizaron
en cuanto al perfil quimico de sus cadenas de &cidos grasos mediante metodologia
FAMES, descrita en el capitulo 2. Las condiciones cromatogréaficas, la identificacion y
cuantificacién de componentes se realizd segln lo descrito en la misma seccion. Los

aceites se nombraron como Aceite O (AO) y Aceite P (AP).
Cera de abejas, Cera de abejas grado USP. (Bellchem, Medellin-Col.)

Sorbitol, Sorbitol grado USP. (Bellchem, Medellin-Col.)
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Recubrimientos comerciales tipo cera, CWI (Waterwax-2I, Fomesa Fruitech. ceras +
0,2% de Imazalil) y PZT (Cerabrix, T.A.O Quimica S.A. Colofonia modificada 20% +
0,05% de Tiabendazol).

5.2.2 Aceites esenciales, hidrodestilacion y caracterizacion quimica

Se obtuvieron aceites esenciales de mandarina Clementina en dos etapas de maduracion,
descritos en el capitulo 2. Los residuos material de partida se obtuvieron con un
extractor eléctrico construido en acero inoxidable descrito en el numeral 4.2.1, Se
utilizaron condiciones de hidrodestilacion descritas en el numeral 3.2.1.2, en este caso
se utilizo la trampa de destilacion nimero dos de la USP. El material vegetal se puso en
un bal6n de destilacion de 10 litros, se aplico calor con una manta de calentamiento, el
calor se suministr6 en forma réapida, obteniendo mayor exposicion al calor en la

periferia respecto al centro de la masa.

5.2.2.1 Caracterizacion quimica de AE hidrodestilados

Cada muestra de aceite esencial se diluyd en metanol hasta un 30%, las condiciones
instrumentales se aprecian en el anexo 1. La identificacion de los componentes volatiles
se efectu6 como se describe en el numeral 3.2.3.4. la composicion de los principales

componentes de estos aceites esenciales se ven en la tabla 19.

5.2.3 Actividad antifungica in vitro de AE y componentes volatiles
5.2.3.1 Cepas de organismos patdgenos

Para el estudio se adquirieron cepas de Penicillium digitatum ATCC 10030 (Pd) y
Penicillium italicum ATCC 10129 (Pi) del cepario de University Boulevard

(Manassas.Virginia. EE.UU.). Los organismos se conservaron a 26°C y 24°C en medios
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PDA (Papa Dextrosa Agar) y PSA (Papa Sucrosa Agar), respetivamente. Ambos medios
se adquirieron en la compafiia Merck GmbH, Darmstadt, Alemania.

5.2.3.2 Ensayo de actividad antifungica in vitro.

La actividad antifangica in vitro se realiz6 mediante el método de difusion en agar con
la modificacion propuesta por Viuda-Martos [227]. Las muestras volatiles se
disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO, Merck GmbH, Darmstadt, Alemania) y
posteriormente se mezclaron con medio de cultivo PDA y PSA a una temperatura de
40°C, después, se adicionaron en cajas petri (5 cm de didmetro). Para este ensayo se
evaluaron concentraciones de 30, 40 y 50 ppm. La concentracion de esporas se ajusto a
1x10° esp/ml usando un hematocitometro. Un disco de micelio de 0.5 cm de didmetro
tomado de un hongo de 7 a 10 dias de crecimiento se colocé en el centro de la caja de
petri y se incub6 a 26 °C para Pd y a 24°C para Pi. La efectividad de los tratamientos se
evalué al dia 12 y 10, respectivamente (70% de crecimiento del control). Los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicion micelial. Cada tratamiento se realiz6 a tres
replicas. Se aplicaron métodos estadisticos convencionales para calcular las medias y las
desviaciones estandar y analisis estadistico (ANOVA) para determinar las diferencias
(p<0,05). Se aplicd la prueba de Tukey’s para determinar diferencias significativas entre
las medias de los niveles y factor principal. El analisis estadistico de los datos de la

prueba se realiz6 con el software Statgraphics Plus 2.0.

5.2.4 Actividad antifungica in vivo de recubrimientos

Se seleccionaron frutos de naranja Valencia, provenientes de la zona de produccion
citricola en Tamesis-Ant., los cuales fueron recolectados por personal de la empresa C.I.
Agricolas Unidas S.A. en la Finca La Cristalina, con un indice de madurez (IM)
comercial, sin dafios o defectos, y con una adecuada apreciacion macroscopica de la
calidad. Los frutos se sanitizaron con detergente neutro, posteriormente se inocularon
todos los frutos, excepto los de control absoluto (CA). Las condiciones de manipulacién
y preparacion de los inoculos de esporas en suspension para ambos patdgenos se

realizaron como en el numeral 5.2.3.2, En este caso se realizé una herida para inocular
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ambos patdgenos, en la zona ecuatorial del fruto (sin perforar la pulpa, para simular la
inoculacion natural) de 1,5 mm de profundidad y 1 mm de didmetro. Con una
micropipeta se inocularon 20 pL de suspensién a una concentracién de 1x10°
esporas/ml. Después de inoculados se dejaron a temperatura ambiente hasta el siguiente
dia.

Los frutos inoculados y con 24 horas de exposicion a los patdgenos, se recubrieron por
aspersion manual, posteriormente se acondicionaron en almacenamiento: Para ello, se
emplearon dos cuartos frios. Se realizd una simulacion de condiciones comerciales de

almacenamiento, la siguiente manera:

Comercializacion directa (CD) de 1 y 2 semanas, a temperatura ambiente: las cajas, se

dejaron, en promedio, a 23°C.

Frigoconservacion durante 2, 3 y 4 semanas, en refrigeracion y posterior

comercializacion, durante 7 dias, a 23°C. (F+CD).

Exportacion a EE.UU., sometiendo la fruta, a una temperatura entre 0,8° y 1,8°C,
durante 18-21 dias (cuarentena), sequido de un periodo de comercializacion de 7 dias, a
23°C (comercializacion) (Q+CD).

La concentracion de sélidos totales (ST) de las ceras se modificé dependiendo de las
condiciones experimentales para algunos grupos de frutas. En comercializacion directa
CD, se uso6 una concentracion de 18% y en almacenamiento en frio 10%, para evitar el

desarrollo de off-Flavors dado que el periodo de almacenamiento fue mas prolongado.
Los recubrimientos se aplicaron segun la siguiente codificacion:

1. Cera comercial + IMZ 18% ST, 13,5 ST y 10% ST (CWI 18, CWI 13,5y CWI
10)

2. Ceracomercial + TBZ 18% ST y 10% ST (PZT 18 y PZT 10)

3. Formulacién FRCF: 0.5% AE (F 0.5), 1% AE (F 1), 1.5% AE (F 1.5)

4. Control absoluto: sin cera y sin indculo (CA)
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5.2.5 Disefio experimental de ensayos de formulacion

La realizacion de los ensayos de formulacion inicio con el planteamiento de un disefio
experimental factorial (2%), 16 corridos experimentales x 1 repeticién, 32 corridos (ver
anexo 4), mediante el cual se establecerd la relacion cuantitativa optima de los
componentes basicos mencionados en la tabla 18. Los ensayos de formulacién
posteriores siguen el mismo esquema original pero con la incorporacion de otros

componentes.

5.2.6 Preparacion de formulaciones

Todos los ensayos de formulacion utilizaron la misma forma de preparacion de
emulsiones, se calentaron por separado, la fase acuosa y la fase oleosa a 60-70°C,
posteriormente se agregd la fase externa sobre la fase interna bajo agitacion a 17000
rpm utilizando un homogenizador (Ultra turrax T18. IKAR-Werke. GmbH & Co. KG in
Staufen, Alemania), en esta etapa los componentes oleosos alcanzaron una temperatura
de 75°C y la fase acuosa que contiene los volatiles previamente homogenizados
presentd 40°C. Se mantuvo la agitacién (10 minutos) hasta el endurecimiento de la
emulsion a una temperatura de 35°C. Los materiales se pesaron en balanza analitica, las
formulaciones se preservaron a temperatura ambiente y en envases estériles con cierre
hermético para evitar la pérdida de volatiles. Con este método se consiguieron formulas
estables en el tiempo (méas de 6 meses).

5.2.7 Evaluacion de la compatibilidad de componentes

Todas las formulaciones se evaluaron mediante cuatro aspectos: formacion de pelicula,
fluidez del material en el envase y sobre vidrio, adherencia al vidrio y observaciones.
Para esto se procedio a colocar una cantidad de 5 gramos de formulacion sobre cajas de
petri, los cuales se dejaron reposar sobre una superficie plana y se procedio a las
observaciones descritas. La apariencia de las formulas en estado hiumedo y seco a 24 y

48 horas se fijo fotograficamente sobre una superficie de campo blanco/negro, con lo
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que fue posible observar aglomeraciéon de materiales, formacion de vesiculas de aire, y

otros defectos.

5.2.8 Evaluacion de la retencion de volatiles

Alicuotas de 2 gramos de formulacion se adicioné un ISTD de volatiles (5 microlitros,
n-undecano; 1000 ppm/cloroformo) con homogenizacion por vortex, Las formulas
preparadas y estandarizadas se pesaron sobre fragmentos de papel bond (75 gr/m?), se
dejaron secar a 21°C y 85% de HR, posteriormente se tomaron muestras de los
materiales secos a 24 horas y 7 dias después para establecer los perfiles de volatiles
retenidos. Estos fragmentos se insertaron en viales de cromatografia y se adiciona 250
microlitros de metanol: la extraccidn de los volatiles retenidos junto al ISTD se realizo
mediante la aplicacion de ultrasonido por un tiempo de 60 minutos (60 Khz, Ultarsonik
28H. EE.UU) a temperatura ambiente. Posteriormente las extracciones se analizaron
con cromatografia de gases. Las condiciones de andlisis cromatografico aparecen
descritas en el anexo 1. Se utilizo un detector MS. Los parametros de adquisicion de
masas fueron inicialmente en modo SCAN y posteriormente fue necesario en modo

Single lon Monitoring (SIM).

El primer ensayo de formulacion se realiz6 con una mezcla de compuestos estandar para
evaluar cuantitativamente la incorporacion de volatiles. La mezcla de ensayo se formo
con: n-octanal, limoneno, trans-ocimeno, gama-terpineno, terpinoleno, beta-linalool,
alfa-terpineol, carvacrol, metil-N-metilantranilato. Las caracteristicas cuantitativas del
ensayo aparecen en el anexo 4. Los demas ensayos de formulacion utilizan AE

hidrodestilados.
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5.3 Resultados y discusién
5.3.1 Aceites esenciales, hidrodestilacion, caracterizacion quimica

5.3.1.1 Caracterizacion quimica

Mediante hidrodestilacion se obtuvieron 10 muestras de aceite esencial, los cuales
reportan una composicion que se caracterizO por cambios muy apreciables en el
contenido porcentual de limoneno en ambas etapas de maduracion. Como se aprecia en
la tabla 19, en cada etapa de maduracion la composicion es cambiante y no es posible
encontrar diferenciacién por IM, como si es posible con la fraccion de volatiles
evaluada en la seccion 4. En ensayos preliminares de hidrodestilacion (no reportados en
esta memoria) se observd que el calentamiento rapido del material vegetal conduce a
perfiles quimicos alterados y no reproducibles de AE, lo cual se aprovechd en este caso,
para la obtencién de muestras de AE con composicion variable, dado nuestro objetivo

de establecer la bioactividad AE de citricos en los patégenos de interes.

El analisis multivariado (PCA) de las muestras de mandarina presenta un panorama de
la dispersion quimica de los AE obtenidos, no es posible encontrar componentes
principales de significancia estadistica (27,114% de variabilidad para el componente
principal 1) en la matriz de correlacion. Por esto no se puede explicar la variabilidad de
la composicion en términos de los factores que caracterizan las muestras, esto es: la
especie de origen y dos estados de maduracion. Todos los componentes presentan una
relacién inversa con el componente mayoritario, la fraccion menor esta representada por
mas de 77 componentes, los cuales presentan igualmente muy alta dispersion, como se

aprecia en la figura 24.
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Figura 28. Dispersion de muestras de AE segin componentes volatiles principales.
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Tabla 19. Principales componentes de aceites esenciales hidrodestilados de mandarina Clementina.

Porcentaje de area relativo de componentes de aceites esenciales de lotes de m. Clementina

Etapa verde Etapa madura
Pico Compuesto IKHP1 IKHP5 Crucero Medio Portada  Porvenir  Fatima Crucero Medio Portada Porvenir  Fatima
1 Hexanal 777 802 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 (E)-2-Hexenal 813 841 0,013 0,027 0,000 0,000 0,015 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 (2)-3-Hexenal 834 855 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4 n-Hexanol 847 871 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 isoamil acetato 856 877 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 2-Heptanona 864 892 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
7 a-Thujeno 920 924 0,010 0,000 0,029 0,043 0,018 0,016 0,000 0,000 0,039 0,027
8 1R-a-Pineno 932 939 0,628 1,955 2,044 1,746 1,176 1,171 0,760 1,847 1,606 1,139
9 Campheno 945 954 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10  Sabineno 968 974 1,902 2,783 3,296 3,729 2,501 2,960 1,363 2,393 3,149 3,845
11 B-Pineno 972 979 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12 B-Myrcene 987 992 1,914 6,344 6,367 5,223 3,503 3,707 2,665 5,692 5,839 3,424
13 Octanal 990 999 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
14 o-Phellandreno 995 1001 0,495 1,844 1,282 0,984 3,630 1,286 1,061 1,269 1,823 1,424
15  delta-2-careno 996 1003 0,122 0,301 0,306 0,436 0,233 0,179 0,000 0,275 0,000 0,000
16  a-Terpineno 1008 1017 0,000 0,000 0,000 0,009 0,011 0,000 0,002 0,000 0,005 0,028
17 p-Cimeno 1015 1025 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
18  Limoneno 1021 1032 91,494 76,524 75,831 79,346 82,927 82,164 88,411 78,787 74,099 80,241
19  p-Ocimeno 1030 1037 0,025 0,031 0,060 0,049 0,037 0,048 0,018 0,043 0,057 0,048
20  y-Terpineno 1045 1060 0,073 0,153 0,244 0,238 0,212 0,151 0,108 0,139 0,323 0,311
21 n-Octanol 1052 1068 0,029 0,132 0,128 0,085 0,068 0,117 0,086 0,179 0,169 0,138
22 trans-linalool oxido 1066 1073 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
23 Terpinoleno 1076 1089 0,043 0,120 0,229 0,207 0,103 0,081 0,059 0,123 0,280 0,104

142



Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

Linalool

Hotrienol

Nonanal
1,3,8-p-mentatrieno
(Z2)-p-Menth-2-en-1-ol
B-Terpineol
Isopulegol
Citronelal
Ocimenol
(E)-B-terpineol
4-Terpineol
a-Terpineol
Decanal

n-Octil acetato
trans-Carveol
B-Citronellol
cis-Carveol

Nerol
0-Metil-thimol
(2)-Citral

Carvone

Geraniol

n-Decanol
(E)-Citral
Perillaldehido
Timol

Cuminol
0-metoxi-acetofenona

1082
1087
1089
1096
1099
1127
1137
1141
1141
1152
1168
1179
1191
1197
1203
1213
1216
1218
1222
1224
1227
1237
1244
1252
1255
1273
1277
1279

1097
1101
1102
1110
1119
1144
1150
1153
1155
1163
1178
1189
1202
1214
1217
1226
1229
1231
1235
1238
1243
1253
1270
1272
1274
1290
1291
1291

1,810
0,000
0,020
0,000
0,000
0,000
0,061
0,000
0,000
0,000
0,150
0,099
0,210
0,000
0,008
0,008
0,021
0,000
0,000
0,000
0,007
0,000
0,000
0,030
0,019
0,006
0,000
0,000

5,179
0,000
0,065
0,027
0,000
0,000
0,171
0,000
0,000
0,000
0,299
0,358
0,730
0,000
0,026
0,029
0,060
0,000
0,000
0,000
0,021
0,000
0,000
0,091
0,082
0,027
0,000
0,000

4,655
0,000
0,064
0,033
0,000
0,000
0,208
0,000
0,000
0,000
0,434
0,357
0,770
0,000
0,096
0,040
0,060
0,000
0,000
0,000
0,037
0,000
0,000
0,074
0,088
0,045
0,000
0,000

3,743
0,000
0,041
0,022
0,000
0,000
0,156
0,000
0,000
0,000
0,346
0,261
0,548
0,000
0,061
0,027
0,048
0,000
0,000
0,000
0,022
0,000
0,000
0,060
0,068
0,033
0,000
0,000

3,368
0,000
0,031
0,025
0,000
0,000
0,087
0,000
0,000
0,000
0,399
0,223
0,391
0,000
0,013
0,018
0,035
0,000
0,000
0,000
0,013
0,000
0,000
0,054
0,045
0,017
0,000
0,000

4,390
0,000
0,039
0,028
0,010
0,000
0,149
0,000
0,000
0,000
0,330
0,251
0,572
0,013
0,018
0,028
0,046
0,000
0,000
0,000
0,022
0,000
0,000
0,075
0,055
0,015
0,000
0,000

2,585
0,000
0,031
0,016
0,000
0,000
0,074
0,000
0,000
0,000
0,212
0,196
0,506
0,000
0,012
0,017
0,031
0,000
0,000
0,000
0,014
0,000
0,000
0,055
0,040
0,012
0,000
0,000

4,804
0,000
0,054
0,038
0,023
0,000
0,228
0,000
0,000
0,000
0,272
0,318
0,888
0,022
0,026
0,044
0,031
0,000
0,000
0,000
0,038
0,000
0,000
0,042
0,072
0,018
0,000
0,000

5,770
0,000
0,078
0,038
0,020
0,000
0,252
0,000
0,000
0,000
0,444
0,356
1,009
0,022
0,113
0,063
0,054
0,000
0,000
0,000
0,051
0,000
0,000
0,075
0,108
0,033
0,011
0,000

4,925
0,000
0,044
0,038
0,010
0,000
0,117
0,000
0,000
0,000
0,604
0,312
0,538
0,018
0,015
0,027
0,057
0,000
0,000
0,000
0,023
0,000
0,000
0,090
0,058
0,012
0,000
0,000
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

Carvacrol
8-Elemeno
a-terpineol-acetato
Citronellil acetato
neril acetato
a-copaeno

Geranil acetato
B-cubebeno
B-Elemeno
Dodecanal
(2)-cariofileno
B-copaeno
B-farneseno
a-cariofileno
Germacrano D
B-Selineno
biciclogermacrano
(E,E)-alfa farneceno
a-Muuroleno
delta-Cadineno
Germacreno B
Cariofileno epoxido
10-epi-gama-eudesmol
gama-eudesmol
a-cadinol
B-Sinensal
a-sinensal

Porcentaje de identificacion

1286
1326
1338
1348
1350
1361
1365
1367
1378
1385
1403
1417
1429
1440
1471
1482
1490
1491
1494
1519
1554
1567
1610
1608
1645
1676
1726

1299
1338
1349
1353
1362
1377
1381
1388
1391
1409
1410
1432
1443
1455
1485
1490
1500
1502
1508
1523
1561
1583
1624
1632
1654
1700
1752

0,283
0,000
0,000
0,000
0,000
0,019
0,000
0,018
0,000
0,025
0,000
0,000
0,000
0,007
0,010
0,000
0,018
0,000
0,013
0,000
0,056
0,000
0,027
0,000
0,000
0,009
0,089
99,49

0,192
0,000
0,000
0,000
0,000
0,074
0,000
0,069
0,000
0,101
0,000
0,000
0,000
0,000
0,032
0,000
0,000
0,000
0,050
0,000
0,096
0,000
0,094
0,000
0,000
0,000
0,242
98,14

0,161
0,000
0,000
0,000
0,000
0,079
0,000
0,076
0,000
0,119
0,025
0,000
0,000
0,019
0,046
0,000
0,062
0,018
0,058
0,023
0,204
0,000
0,113
0,000
0,000
0,086
0,921
98,63

0,145
0,000
0,000
0,000
0,000
0,069
0,000
0,062
0,000
0,091
0,022
0,000
0,000
0,018
0,038
0,000
0,054
0,000
0,048
0,000
0,158
0,000
0,100
0,000
0,000
0,072
0,667
98,93

0,123
0,000
0,000
0,000
0,000
0,044
0,000
0,040
0,000
0,055
0,016
0,000
0,000
0,013
0,023
0,000
0,032
0,000
0,033
0,000
0,080
0,000
0,062
0,000
0,000
0,022
0,170
99,83

0,165
0,000
0,000
0,000
0,000
0,038
0,000
0,039
0,000
0,083
0,014
0,000
0,000
0,012
0,025
0,000
0,033
0,000
0,027
0,000
0,109
0,000
0,053
0,000
0,000
0,026
0,303
98,68

0,133
0,000
0,000
0,000
0,000
0,038
0,000
0,039
0,000
0,081
0,010
0,000
0,000
0,010
0,026
0,000
0,011
0,009
0,029
0,010
0,067
0,000
0,052
0,000
0,000
0,012
0,179
98,91

0,156
0,000
0,000
0,000
0,000
0,062
0,000
0,070
0,000
0,148
0,028
0,000
0,000
0,000
0,044
0,000
0,033
0,018
0,044
0,000
0,119
0,000
0,081
0,000
0,000
0,022
0,321
98,65

0,265
0,000
0,000
0,000
0,000
0,088
0,019
0,084
0,000
0,194
0,039
0,000
0,000
0,029
0,071
0,016
0,062
0,027
0,059
0,020
0,212
0,000
0,123
0,000
0,019
0,089
1,016
98,06

0,141
0,000
0,000
0,000
0,000
0,036
0,000
0,035
0,000
0,090
0,014
0,000
0,000
0,014
0,026
0,000
0,045
0,010
0,025
0,000
0,142
0,000
0,054
0,000
0,000
0,429
0,429
98,96
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5.3.1.2 Actividad antifungica de aceites esenciales

Los aceites esenciales evaluados presentan capacidad para inhibir la esporulacion de
Penicillium digitatum y Penicillium italicum a diferentes concentraciones, en la tabla 20
aparecen los valores del porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de las
muestras en los dias 12 y 10 de su desarrollo, respectivamente.

En el caso de Penicillium digitatum, se observan efectividades mayores a una
concentracion de 30 ppm, en donde se destacan muestras como Medio V. y M. con una
concentracion de limoneno de 76,52% Yy 88,41%, respectivamente. Las muestras con
menor efectividad fueron Portada M. y Porvenir M. que contienen 78,78% y 74,09% de
limoneno. En general se aprecia una mejor respuesta de inhibicién del crecimiento
micelial con cambios en la concentracidn para las muestras en etapa verde.

Tabla 20. Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de aceites esenciales en patdgenos del genero
penicillium.

Porcentaje de inhibicion (%)

Penicillium digitatum Penicillium italicum
Item Aceites esenciales 30 ppm 40 ppm 50 ppm 30 ppm 40 ppm 50 ppm
1 Crucero V. 81,14 96,38 97,61 27,41 42,3 63,62
2 Medio V. 97,53 98,38 100 25,65 49,97 67,49
3 Portada V. 89,14 98,76 100 26,42 40,25 74,7
4 Porvenir V. 89,22 98,76 95,23 37,79 69,84 85,92
5 Féatima V. 78,28 95,14 100 25,58 43,99 64,81
6 Crucero M. 89,14 96,38 100 17,99 43,54 67,82
7 Medio M. 93,91 95,14 100 25,08 26,88 62,65
8 Portada M. 34,9 45,04 46,47 442 44,74 66,14
9 Porvenir M. 46,87 92,84 100 33,79 62,41 85,82
10  Fatima M. 79,43 92,76 98,76 35,43 43,54 67,82
11 ltalian mandarin 84,83 96,55 100 44,19 68,39 80,87

Las muestras evaluadas presentan menor efectividad en Penicillium italicum, a 40 ppm
no se obtienen inhibiciones de crecimiento del 70%, solamente hay efectividades
importantes al nivel superior de concentracion, en este caso las muestras marcadas

como Porvenir V. y Porvenir M. presentan la mejor inhibicion de crecimiento, situacion
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que es contraria al caso de P. digitatum, en donde ellas no sobresalen entre el grupo de
muestras por su actividad a 30 ppm.

El anélisis PCA de los datos de inhibicion de las muestras presenta un panorama en el
que se observa que ambos organismos presentan una susceptibilidad marcadamente
diferente a la toxicidad de las muestras. En el grafico de dispersion de la figura 29, se
observa como las muestras se agrupan acumulando muy poca distancia entre ellas, caso
contrario sucede con el cluster que forma las muestras evaluadas en penicillium
italicum, en donde la marcada dispersion entre los puntos se explica por la amplia
variabilidad quimica de los AE hidrodestilados. En el caso de P. italicum se ve
claramente que la variabilidad quimica es critica, y es relativamente resistente a la
composicion de algunas muestras. Caso contrario ocurre en P. digitatum, donde la
mayoria de las muestras se agrupan a menor distancia, por lo que se aprecia que el
efecto concentracion y composicion no son criticos para el control de su crecimiento,

siendo el patdgeno més sensible a estos aceites esenciales.

La efectividad de las muestras para inhibir el crecimiento micelial en ambos patdgenos
no esta relacionada con la concentracion del componente mayoritario (limoneno), como
se constata con el contraste entre las muestras Medio (V. y M.) y Porvenir (V. y M.) que
reportan una desigual efectividad respecto al efecto del cambio de concentracion vy al
organismo patdgeno, pero tienen en comin que poseen una inferior proporcion de
limoneno respecto a un estandar de aceite de mandarina (95,7%), que es menos efectivo
en las condiciones del estudio. Dado esto, se puede explicar que la efectividad de las
muestras tiene mas relacion con la composicién cualitativa de la fraccion volatil menor
del AE vy la distribucion cuantitativa de sus componentes, esto se observa cuando al
incrementarse la concentracion (en 10 ppm) se obtienen cambios marcados en la
efectividad, el significado de estos cambios corre por cuenta de la relacién de los
componentes minoritarios (77 identificados) y en especial de los mas diluidos, incluso

en orden de trazas (< 0,001%), los cuales deben ser los mas potentes.

Solamente una muestra marcada como Portada M. presenta la composicion menos

efectiva para controlar a ambos patogeno.
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Figura 29. Dispersion de muestras de AE segin componentes principales (concentracién) en cepas de
patdgenos del genero penicillium.
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Cr: crucero; Me: medio; Pt: portada; Pv: porvenir; F: fatima.

5.3.2 Actividad fungistatica de componentes volatiles

Se evaluaron 22 componentes volatiles representativos de AE de citricos y también
presentes en otras especies vegetales. La tabla 21 presenta el valor de sus porcentajes de
inhibicién micelial. Como control antifingico se aplic6 Tiabendazol a una
concentracion de 100 ppm (dosis recomendada para su uso en poscosecha), obteniendo
porcentajes de inhibicion de 25 y 40% de inhibicion de crecimiento de P. digitatum y P.

italicum, respectivamente.

Comparativamente, el limoneno ocupa los lugares menores de efectividad a 30 ppm
entre los compuestos evaluados, aspecto que tiene relacion con los hallazgos de
bioactividad en los aceites esenciales de mandarina clementina. En este sentido, el

componente mayoritario no explica la potencia del AE, lo cual, en términos de defensa
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vegetal a patogenos, podria decirse que el limoneno no actla como componente

primordial contra estresores bidticos.

Tabla 21. Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de componentes volatiles en patdgenos del
genero penicillium.

Porcentaje de Inhibicién (%)

Penicillium digitatum penicillium italicum

(ppm) (ppm)
Item Sustancia 30 40 50 30 40 50 Estructura
1 Carvacrol 100 100 100 75,5 84,3 100 s
2 Timol 983 997 100 593 694 864 >
3 (1R)-(+)-B-pineno 93 987 988 402 618 844
4 alfa-Bisabolol 91,3 939 986 703 755 81,7 HaC 1”‘3
5 alfa-Terpineno 89,8 91,1 92,4 48,7 72,9 84,3
6 Metil-N-metilantranilato 88,4 89,9 90,8 38,4 68,1 79,2
7 ()-Citronellal 883 988 100 367 583 72,6 i
8 (1R)-(+)-a-pineno 879 984 994 556 703 76,5
9 (+)-Citronellal 875 959 966 17,7 482 494 o
10 Italian mandarin® 847 966 100 474 67,7 804 T
11 p-Cimeno 84,6 100 100 47,7 62,2 79,0
12 alfa-Terpineol 845 993 100 382 621 73,8 o,
13 gama-Terpireno 82,3 95,4 96,5 26,6 50,9 75
14 Linalil acetato 79,6 80,3 80,7 28,7 72,4 77,8
15 B-Linalool 79,2 80 84,8 63,6 77,6 83,6
16 1R-(-)-Mentil acetato 789 796 848 275 628 753 He 1 ot
17 (1R)-(-)-B-pineno 77 972 100 408 654 80,6
18  R-(+)-limoneno 76,3 100 100 39,2 69,6 76,5
19  alfa-Felandreno 75,5 94,9 100 37,4 66,9 84,5
20  (1R)-(-)-a-pineno 721 965 100 328 755 82
21 n-Decanal 70,4 75,8 91,5 34,6 67,8 80,4
22 n-Octanal 69 100 100 389 658 79,2 18
23 3-Careno 69,5 95,5 100 38,8 55 84,1

Aceite esencial estandar de mandarina clementina con un porcentaje relativo de 95,7% de limoneno.

En forma similar, en los AE de mandarina, se observa mayor resistencia a los
componentes volatiles por parte de P. italicum, entre el grupo de sustancias sobresalen
por su espectro de actividad y potencia tres componentes, Carvacrol (1), Timol (2) y p-
Cimeno (3), en forma muy caracteristica los tres son moléculas aromaticas que
normalmente se encuentran en bajas cantidades en AE de citricos, 1 y 2 son de
naturaleza fenolica, los tres componentes pueden controlar efectivamente el crecimiento

micelial de ambos patégenos. Estos componentes estuvieron presentes en las muestras
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de AE de mandarina evaluadas y sus porcentajes relativos se pueden ver en la tabla 19,
solamente el compuesto 3 reporta cantidades traza. En forma comparativa, la muestra de
Italian mandarin, no es mas efectiva que muchos de los componentes individuales, pero
muestra también como pese a tener una riqueza del 95.7% de limoneno su efectividad se

ve incrementada por la fraccién menor de volatiles.

Pocos estudios han enfatizado en los mecanismos bioquimicos de la actividad
antifangica de los aceites esenciales de citricos [228], [229], [230]. Los aceites
esenciales de citricos son una mezcla compleja de compuestos volatiles que muestran,
entre otras propiedades, actividad antifingica mediante la reduccién o la inhibicion de
la proliferacion de hongos por completo de una manera dosis-respuesta. Esta actividad
se puede producir por un solo componente principal o por el efecto sinérgico o
antagénico de varios compuestos [231]. Algunos autores han atribuido la capacidad
antifungica a la presencia de componentes como D-limoneno, linalool o citral [232],
[233], [234], [235], [236], [237], resultados que no son afines con los expuestos en este

documento.

Otros autores atribuyen esta capacidad a los compuestos fendlicos: la amfipaticidad de
estos compuestos puede explicarse por sus interacciones con biomembranas y por lo
tanto la actividad antimicrobiana [238]. De hecho, la parte hidrofilica de la molécula
interactla con la parte polar de la membrana, mientras que el anillo de benceno
hidrofobico y las cadenas laterales alifaticas pueden internarse en la parte hidr6foba, al
interior de la membrana bacteriana [239]. Ademas, la participacion del grupo hidroxilo
en la formacion de enlaces de hidrogeno y la acidez de estos compuestos fendlicos
pueden aportar otras explicaciones posibles para la actividad.

Se han propuesto mecanismos de accion posibles por los cuales se puede reducir o
inhibir totalmente el crecimiento del micelio. Se acepta cominmente que la toxicidad de
los componentes volatiles se encuentra a nivel de la funcionalidad y la estructura de la
membrana celular y eventualmente mitocondrial [240], [241]. Uribe [242], relaciona las
bajas concentraciones de AE con cambios en la estructura celular, lo que inhibe la
respiracion y altera la permeabilidad de la membrana celular microbiana, mientras que
con altas concentraciones, producen dafios graves a la membrana y hay pérdida de la

homeostasis, lo que lleva a la muerte celular.
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Otros autores mencionan que la actividad antimicrobiana se produce por la interaccion
provocada por AE en los sistemas enzimaticos relacionados con la produccion de
energia y la sintesis de los componentes estructurales de las células microbianas [243].
Los componentes de los aceites esenciales atraviesan la membrana celular, hacen
interaccion con las enzimas y las proteinas de la membrana, produciendo asi un flujo de
protones hacia el exterior de la célula, que induce cambios en las células y, en Gltima
instancia, su muerte [244], lo cual esta en concordancia con el trabajo publicado por
Daferera [245], en el que explican como la actividad antifungica de AE puede deberse a
la formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de los compuestos

fendlicos con los sitios activos de algunas enzimas blanco.

Se informa ademas que la actividad antimicrobiana esta relacionada con la habilidad de
los terpenos que no solo afectan a la permeabilidad, sino también a otras funciones de
las membranas celulares, estos compuestos pueden atravesar las membranas celulares,
por lo que penetran en el interior de la célula e interactian con sitios criticos de
importancia intracelular [239]. También se ha publicado que la toxicidad se puede
explicar porque algunos componentes monoterpénicos podrian incrementar la
concentracion de perdxidos lipidicos tales como hidroxil, alkoxil y alkoperoxil
radicales, por lo que se podria dar muerte celular, lo que se describe como un

mecanismo pro-oxidante.

5.3.3 Analisis del perfil de &cidos grasos de aceites comerciales empleados

en formulacion.

Se realizo la identificacion de las cadenas de acidos grasos principales en dos aceites
vegetales comestibles, como se observa en la tabla 22, el reporte de la composicién se
asemeja a lo establecido para formulaciones de aceites comestibles, la relacion de
acidos grasos saturado/insaturado indicé diferencias significativas en la quimica de las
cadenas hidrocarbonadas, en cuanto a la presencia de dobles enlaces que aportan que
aportan fluidez y menor punto de fusion en la mayoria de estas sustancias. En relacién
al peso molecular se observa que los componentes C16 (C16H3,02:256 daltons) y C18

(C1gH360- : 284 daltons) representan los grupos de acidos grasos principales.
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Tabla 22. Aceites vegetales empleados en el disefio de la formulacion, AO y AP comercial.

Porcentaje en peso de acidos grasos + SD, n:3

Item Designacion IK Base m/z AO AP

1 C4:0 728 74 0,01 +0,00 0,01 +0,00
2 C12:0 1524 74 0,00 + 0,00 0,06 + 0,00
3 C14:0 1724 74 0,01 +0,00 0,37 £ 0,00
4 C16:1 isdmero 1898.8 55 0,09 + 0,00 0,00 + 0,00
5 C16:1n7 1903 55 0,78 £ 0,00 0,03 £ 0,00
6 C16:0 1922 74 10,71 +0,00 22,40 £0,01
7 C17:1 2003 55 0,07 £ 0,00 0,03 £ 0,00
8 C17:0 2022 74 0,03 £ 0,00 0,04 £ 0,00
9 C18.2n6t 2092 67 7,56 + 0,00 0,00 = 0,00
10  C18:1n9c 2098 55 58,93 £ 0,01 36,56 £ 0,02
11  C18:3n3 2099 79 0,02 + 0,00 0,67 £ 0,02
12 C18:2n6¢ 2101 67 19,97 £ 0,00 37,28 £0,00
13 C18:0 2122 74 1,73 +£0,00 2,52 10,00
14  C20:1 2299.6 55 0,05 + 0,00 0,00 + 0,00
15  C20:.0 2330 74 0,04 + 0,00 0,05 + 0,00

> Saturados 12,53 25,44

> Monoinsaturados 59,92 36,62

> Poliinsaturados 27,55 37,94

Relacion Insat/Sat 6,98 2,93

Con frecuencia se utiliza el acido linoleico en estudios de formulacion de
recubrimientos, siendo necesario la incorporacion de agentes antioxidantes como el
BHT o BHA por ejemplo, para protegerlos de la oxidacion, aspecto que es critico
cuando se trata de formulaciones que contienen mas de 60% en agua y abundantes
iones. Por ello, para las grasas incorporadas es un reto de estabilidad en periodos de
almacenamiento comercial. En esta investigacion se optd por la utilizacién de una
fuente de acidos grasos de origen vegetal como AO y AP dado que fueron productos
comerciales, estabilizados y protegidos, no siendo necesaria la adicion de antioxidantes

sintéticos que pueden aportar toxicidad.
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5.3.4 Evaluacion de la compatibilidad de componentes

Mediante el disefio experimental propuesto en el anexo 4, se seleccionaron algunos
corridos experimentales teniendo en cuenta las caracteristicas macroscopicas evaluadas,
entre este grupo se destacaron los corridos C8, C26 y C9, C31, estas formulas presentan
una adecuada formacién de pelicula (méas transparentes y con brillo), fluyen libremente
en el envase conico que las preserva y se desplazan sobre una superficie de vidrio
cuando se ponen en un plano inclinado de 30°, ademas, presentan una adecuada
adherencia al vidrio cuando estan secas, mediante un examen con estéreo microscopio
de los materiales secos, la pelicula que forman no presentaron incorporacion de
vesiculas de aire y no formaron aglomerados sélidos significativos, las formulas
destacadas presentaron en humedo y en seco algunos puntos solidos dispersos,
posiblemente debidos a la cera de abejas. Otras formulaciones presentan defectos que se
derivan de incompatibilidades a las cantidades de componentes utilizados y por este
motivo se descartaron. Como ilustracion, el anexo 5 presenta el aspecto macroscépico
de algunas formulaciones destacadas por sus buenas propiedades. Adicionalmente,
aparece el aspecto de la aplicacion de la formula seleccionada sobre frutos de naranja
Valencia.

5.3.5 Evaluacion de la retencién de volatiles en pelicula formada

Las formulaciones que contienen aceite esencial, segun el disefio experimental (16 de
ellas), se evaluaron en cuanto a su capacidad para retener la mezcla de componentes
volatiles de referencia a 24 horas de exposicion al ambiente, posterior a la preparacién
de las muestras, se procedio a rastrear cada compuesto en modo scan para identificar su
presencia en las formulaciones, pudiendo obtenerse sus indices de retencion relativa,
algunos compuestos presentaron relaciones sefial ruido muy bajas (S/N: 10,7) y otras no
se detectaron en las diferentes formulaciones, por lo que se procedi6 a cuantificar cada
sustancia en modo SIM. Las condiciones cromatograficas, los parametros de
adquisicion SIM vy las caracteristicas del método de cuantificacion aparecen descritas en

el anexo 4.
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La tabla 1, anexo 6 presenta los valores cuantitativos de los compuestos volatiles
retenidos por la pelicula de recubrimiento en condiciones experimentales. Las
formulaciones realizadas no tienen la capacidad para retener el total de los nueve
compuestos incorporados en las formulaciones, solamente el par de replicas conformado
por los corridos C9/C31 presentaron la propiedad de retener siete de los compuestos,
todas las formulas presentan perdidas apreciables de los volatiles, conteniendo
solamente unos pocos microgramos/100 gramos de pelicula seca. El nivel bajo de
cuantificacion de fue de 0,5 ppm para los analitos, por debajo de este no se registro la
presencia de n-octanal y beta-linalool, que significa que son compuestos sensibles a la
perdida, se evaporan rapidamente lo cual constituyd un aspecto de reto para la
optimizacion de retencion de volatiles del recubrimiento. Se observéd que los corridos
experimentales C9 y C31 coinciden cuantitativamente bien en los 7 compuestos
evaluados, aspecto que la define como la formulacion de mejor retencion de volatiles.
Esta formula corresponde a un contenido de 4% de pectina, 1,8% de sorbitol, 0,8% de
cera de abejas y 1% de aceite esencial, presentd el mejor desempefio de incorporacién
de los materiales, mostrando mejor apariencia y la formacion de una pelicula
transparente, se selecciond esta formulacién para la realizaciéon de las pruebas

posteriores de optimizacion.

5.3.6 Mejoramiento de la capacidad de retencion de volatiles

Se mejoraron las propiedades de la formulacion constituida por 4% de pectina, 1,8% de
sorbitol, 0,8% de cera de abejas y 1% de aceite esencial (formulacién 1), como se
observa en el anexo 7 se introducen dos materiales adicionales, la goma tragacanto por
sus propiedades emulgentes y estabilizantes permitio la incorporacion de un aceite
vegetal, en este caso los aceites vegetales descritos como AO y AP poseen una
composicion quimica que los diferencia en forma apreciable, permitiendo evaluar el
efecto de la relacion Sat/Insat sobre la retencion de compuestos volatiles y sobre la
apariencia macroscopica de los corridos experimentales, realizados mediante el plan

experimental que se observa en la tabla 1, anexo 7.
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Las formulaciones resultantes presentaron en general una mejor apariencia
macroscopica, se aprecian mucho mas blancas y sin particulas visibles, lo que las hace
aceptables por su buen aspecto, todos los corridos experimentales presentaron una
disminucion considerable en su fluidez, que es compresible por la incorporacién de la
goma tragacanto, lo méas destacable en el experimento, es la observaciéon en que las
formulas que contienen AP presentan un aspecto de semisolido al enfriarse, los corridos
que contienen AO presentan mejor fluidez a temperatura ambiente, lo cual es necesario
para garantizar la aplicabilidad en una linea industrial de recubrimientos de poscosecha.
La evaluacion de la capacidad de retencion de volatiles se realizo a un tiempo de 7 dias
de exposicion al ambiente, se puede apreciar en la tabla 23.

En este ensayo se utilizé un AE de mandarina clementina hidrodestilado previamente, el
cual reportdé una composiciéon en la que se identificaron 80 componentes (el % de
identificacion de sustancias fue del 99,94) y un porcentaje relativo de limoneno de
92,52. En los corridos experimentales se observan grupos de compuestos cuya presencia
tiene significancia destacada, tal es el caso de los aldehidos (n-Cg, n-Cg, n-Cyp, N-Cy2)
que sugieren que estas formulaciones ofrecen estabilidad ante procesos Redox para
compuestos muy reactivos como son los aldehidos, los cuales podrian degradarse
facilmente a alcoholes o acidos, también se observa la presencia de compuestos
fendlicos (carvacrol y timol) que aseguran la presencia de un par de componentes con
potente actividad antifungica en la pelicula. El porcentaje de limoneno se asemeja al del
AE empleado, sin embargo se observé que la fraccion volatil menor se encuentra
porcentualmente aumentada para cada uno de 28 componentes restantes en la mayoria
de los corridos, este cambio es més acentuado para los monoterpenos oxigenados y en
especial para los fenoles, situacion que puede explicarse por gque este tipo de sustancias
presenta mayor afinidad polar por la matriz hidrocoloidal formada, en forma contraria a
los componentes hidrocarbonados de baja polaridad que constituyen a estos aceites

esenciales.

Se destaca también la retencion de alfa y beta-sinensal, los cuales por ser de naturaleza
sesquiterpénica, pertenecen al grupo de sustancias de mayor peso molecular, ademas
son oxigenados, lo que explica su presencia en la pelicula seca después de 7 dias de

exposicion al ambiente.
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La capacidad de retencion de volatiles de todos los corridos fue muy superior a la que
presento la formulacién 1, nuevas formulas presentan contenido de los compuestos que
se consideraron como sensibles en la férmula 1 (n-octanal y beta-linalool), es destacable
que en este experimento la intensidad de las sefiales cromatograficas/MS para los
compuestos reportados presentaron buena intensidad en modo SCAN, lo que asegura
que la fraccion de componentes volatiles retenidos estan presentes en una cantidad

superior en la pelicula formada.

El par de corridos experimentales C3 y C5 presentaron el mejor perfil de retencion de
volatiles, en ellos, se observa una mayor cantidad de componentes fendlicos y una
composicion representativa de todos los volatiles que componen la matriz del
experimento, adicionalmente, estas formulas pertenecen al grupo de corridos que

presentan mejor fluidez y mejor calificacion por su aspecto macroscépico.

Los resultados obtenidos permiten seleccionar la formulacion conformada por pectina
4%, sorbitol, 1,8%, cera de abejas 0,8%, aceite esencial 1%, goma tragacanto 1%, aceite
vegetal (AO) 1% (formulacion 2) para la optimizacion del material de recubrimiento en
cuanto a la mejora de la fluidez sin desmejorar la retencion de volatiles. Las demas
formulaciones se descartaron. En la tabla 2, anexo 7, se describe un plan experimental
mediante el cual se evaluaron diferentes proporciones de goma tragacanto y aceite
vegetal AO, en esta oportunidad no se observo una mejora significativa de la fluidez del
material, tampoco aparecieron defectos debidos a los cambios propuestos, por ello se
conserva el concepto de la formulacién anterior que ahora pasara a denominarse
formulacién 3 (Pectina 4%, sorbitol, 1,8%, cera de abejas 0,8%, aceite esencial 1%,
goma tragacanto 1%, aceite vegetal (AO) 1%).
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Tabla 23. Componentes volatiles retenidos en ensayo de incorporacién de aceites vegetales (AO y AP)

Porcentaje relativo de aéreas normalizadas®

Compuesto® AE® ci C2 C3 C4 C5 Cb6 C7 cg C9 C10 Ci11 Ci12 C13 Ci14 C15 Ci6
a-Tujeno 001 00 00 00 oO00 oO00 ©00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1R-a-Pineno 06 03 05 06 05 05 04 02 04 06 0,5 0,0 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Camfeno 00 00 00 00 00 00 00 o00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sabineno 122 12 13 17 13 14 13 11 14 13 15 0,9 15 15 15 15 15
B-Pineno 198 22 23 30 11 24 24 2,2 23 23 2,4 14 2,6 2,4 2,4 2,5 2,4
Octanal 004 00 00 01 00 01 00 01 00 O1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
a-fellandreno 06 01 00 O01 oO01 01 01 01 01 01 0,2 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
delta-2-careno 01 00 00 00 o00 oO00O0 ©00 00 00 00 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0
a-Terpineno 005 00 00 00 00 00 00 ©00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
p-Cimeno 001 00 00 o00 O00 00 00 o00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Limoneno 92 95 94 92 95 93 94 95 94 94 94 97 94 93 94 93 94
B-Ocimeno 002 00 00 00 o00 ©O00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
y-Terpineno 008 00 00 00 00 oO00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
n-Octanol 003 00 00 00 o00 oO00 ©00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Terpinoleno 005 02 01 01 01 O01 01 00 00 01 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
Linalool 199 02 01 O01 02 02 02 03 02 02 0,2 0,0 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2
Nonanal 002 00 00 00 00 00 00 o00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Citronelal 005 01 O01 01 oO01 01 01 01 01 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4-Terpineol 015 00 00 00 o00 ©O00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
a-Terpineol 11 o001 00 01 o00 01 01 00 00 O1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
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Decanal 027 01 oO01 02 01 02 01 02 02 02 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1
Timol 002 01 02 05 05 05 00 00 01 02 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Carvacrol 003 01 01 04 00 04 00 00 00 02 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0
Dodecanal o0 01 01 o011 01 o011 01 01 01 02 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
10-epi-gama-eudesmol 001 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
y-eudesmol 001 00 00 00 00 00 O00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
a-cadinol 003 00 01 o011 00 01 00 00 01 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0
B-sinensal 002 01 01 01 01 01 01 0,1 01 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-sinensal 005 01 02 02 02 02 02 01 102 02 0,2 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

! Aéreas normalizadas de componentes volatiles mediante estandarizacién interna (factor de repuesta n-Cy;) y peso de la muestra.
2 Compuestos identificados espectralmente, sus indices de retencién fueron concordantes a los anteriormente calculados.
*Valores porcentuales de los componentes del AE utilizado en los ensayos de formulacion.
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5.3.7 Seleccion de pectinas

Como un aspecto importante para la obtencién del un prototipo de recubrimiento
comestible, util para ser evaluado in vivo en condiciones de comercializacion, se
considerd la evaluacion de pectinas de diferente origen y caracteristicas quimicas, el
plan experimental del anexo 8 presenta las caracteristicas del ensayo y la fijacion
fotografica de las caracteristicas mas relevantes de los corridos experimentales

efectuados con base en la formulacion 3.

Se ensayaron 6 tipos de pectinas y se obtuvieron en cada caso replicas idénticas en
cuanto a su apariencia y capacidad de formacién de pelicula, la pectina 1 (Extraida
mediante metodologia a pH 1) produjo recubrimientos liquidos, con presencia de
abundantes particulas solidas de color pardo, posiblemente debidas a material vegetal de
partida, como se observa en detalle en la figura 2 del anexo 8, al ser aplicada en frutos
forma una pelicula quebradiza que se desprende al aplicar fuerza en el fruto, esta
pectina se descarta por no permitir la formacion de pelicula y por desmejorar la

apariencia del fruto.

Las pectinas 2 y 3, presentaron resultados similares al formar pelicula, la apariencia de
los corridos experimentales en placa de vidrio (himedo y seco) solo admiten diferencia
en cuanto a la aparicion de algunas particulas solidas que contiene la pectina 2 (Extraida
mediante metodologia a pH 4), la fluidez de ambos materiales es similar y al aplicarse
sobre frutos se obtienen peliculas con buena adherencia y flexibilidad que resisten la
aplicacion de fuerza sobre el fruto. El tamafio de las particulas de la pectina 2 no
sobresalen en la piel del fruto siendo un material de rendimiento aceptable y de similar
desemperfio con la pectina comercial 3. Las formulaciones que contienen pectina 3 se

destacan por presentar mayor brillo.

Las formulacion que contienen la pectina 4 producen una pelicula en la que se aprecia
abundante incorporacién de aire (pelicula seca sobre placa de vidrio), siendo este un
defecto mayor que sugiere su descarte por perdida de la estabilidad de la emulsion. La
pelicula que se forma sobre los frutos, presenta un aspecto homogéneo, opaco Y resiste

la aplicacion de fuerza mecanica.
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Como se observa en las figuras respectivas, las formulaciones que contienen las
pectinas 5 y 6 presentan defectos mayores que permitieron el descartarte de su uso en la
formulaciéon 3. Se observa como la pectina 5 produce una pelicula que se quiebra
espontaneamente durante el secado sobre superficie de vidrio, la formacién de quiebres
y la aparicion de particulas que dan apariencia de moteado caracterizaron estas
formulaciones, frutos recubiertos con esta formula presentaron desprendimiento de la
pelicula sobre la piel, como se observa en la figura 3 del anexo 8. Finalmente, las
formulas que poseen pectina 6, forman una masa semisélida que no fluye, por lo que no
forman pelicula, por el contrario, al secarse sobre vidrio se forma una masa seca con 4
milimetros de espesor en su tope. Al impregnar frutos se observa como el material seco
forma aglomerados sobre la piel del fruto, estos aglomerados se distribuyeron a través

de todo el fruto sin formar pelicula.

Dados los resultados del experimento, se seleccion6 la pectina 3 para la constitucion de

la formulacion a utilizarse en un ensayo de recubrimiento in vivo.

5.3.8 Caracteristicas de la formulacion final

La formulacién 3 se selecciond por la calidad de sus propiedades macroscépicas y por
su capacidad para retener compuestos volatiles y estd constituida por la pectina 3. En
adelante esta formulacion se nombrard como formulacion de recubrimiento comestible
final (FRCF).

Como se observa en la figura 30, se obtuvo un recubrimiento comestible con buena
capacidad de formacion de pelicula, el material se impregn6é adecuadamente sobre la
piel de los frutos, presento buena adherencia y resistencia a la aplicacion de fuerza
mecanica, las propiedades cosméticas del recubrimiento son adecuadas y sobresalientes.
Al tacto, no se percibieron sensaciones adherentes, lo que lo diferencia bastante de
muchas formulaciones comerciales. Visualmente los frutos se apreciaron en forma
natural. El analisis de la pelicula mediante microscopia AFM permitié calcular la
longitud seccional de la pelicula segun la topografia resultante en estado solido, la cual
presento una media de 26 nandmetros, la rugosidad y cobertura formada sugiere una

adecuada compatibilidad con las caracteristicas de la piel de los frutos.
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Figura 30. Imagenes estéreo microscopicas y nanotopografia de la superficie de la formulacion FRCF.

Topography - Scan forward

Piel de fruta citrica limpia

Line ft 667nm

Topography range

Piel de fruta citrica recubierta Nanotopografia de la superficie

Un grupo de 15 frutos recubiertos se sometio a almacenamiento en condiciones de
refrigeracion a 4 + 3°C, para evaluar el desempefio del recubrimiento en frio. La
inspeccion de aparicion de defectos en la pelicula se realizo cada dos dias mediante un
estéreo microscopio, durante 7 dias, no se observo la paricion de defectos en el material
y tampoco cambios en las caracteristicas de la piel de los frutos relacionados con dafios

por frio.

Finalmente, Se establecié el signo de la emulsion mediante el uso de los métodos de
dilucion y de tincion con azul de metileno con observacién microscépica, revelando
una fase interna conformada por los componentes oleosos (O/A), la viscosidad
promedio de tres preparaciones fue de 90+1,80 cps, medido en un viscosimetro digital
Brookfield (LVF; Brookfield Engineering Laboratorios, Inc  Middleboro,
Massachussets, EE.UU). La concentracién de sélidos se establecié en un valor de 8,6 %
y el pH se ajusto a un valor de 8,6 con la adicién de una amina volatil, con lo que se
obtuvo un olor frutal citrico levemente amoniacal. El color de la formulacién fue blanco

intenso.
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5.3.9 Actividad antiflngica in vivo de recubrimientos

Se evalud la capacidad antifungica de la formulacién FRCF junto a dos formulaciones

comerciales tipo cera como controles de efectividad.

Aunque la actividad fungistatica de los AE de citricos in vitro estd ampliamente
demostrada, en condiciones de campo o de comercializacion no es facil obtener el
mismo control sobre organismos patdgenos en los frutos. Por esto, su aplicacion debe
ser controlada, ya que estas sustancias aplicadas directamente pueden ser fitotoxicos.
Ademas, su efecto in vivo, puede depender de una cantidad de factores externos como el
indice de madurez, la temperatura, humedad relativa y las condiciones ambientales de

origen de los frutos entre otras.

Como se observa en la Figura 31, el recubrimiento FRCF con respecto a las ceras
comerciales, fue significativamente mas efectivo para el control de Pd y Pi durante una
semana a 23°C y una dosis de 1.5% de AE. Esta formula alcanz6 un control de
pudricion del 83% bajo las condiciones de ensayo. Con dos semanas de almacenamiento
se redujo significativamente el control de los patégenos (39.3%), aunque siguio siendo
superior a los demas tratamientos, los cuales perdieron su efectividad. En segundo lugar
de efectividad se ubico la cera comercial CWI 18 con control de patdégenos de 62.1 y
29.6% a una y dos semanas de comercializacion directa, respectivamente. Se observo
una relacion directa entre la efectividad para el control de los patégenos y la
concentracion de AE en las tres formulaciones de FRCF, lo cual demostro la retencion

del los volatiles durante las dos semanas de la simulacion experimental.

En frio, el recubrimiento comestible pierde efectividad y fue la menor concentracién de
aceite la que se mostré mas efectiva, ver figuras 32 y 33, aunque en el posterior periodo
a 23°C ningun recubrimiento mostro efectividad sobre los patdgenos; esto se interpreto
como el efecto inhibitorio de las condiciones de frio sobre el hongo, en conjunto con el
recubrimiento. En frio, la cera comercial PZT, mostrd6 mejor control que los demas
recubrimientos. En general, los fungicidas son mas efectivos cuando son aplicados en
agua, que en ceras [246], lo que puede explicar la baja efectividad en el control de los

patogenos encontrada con las ceras comerciales evaluadas.
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Figura 31. Porcentaje de frutos podridos por Penicillium digitatum y P. Italicum en simulacién de
comercializacion directa con la formula FRCF.

ESEM1CD%FRPOD WSEM2CD %FRPOD

100,0 96,7

89,7

CTL CWI 18 PZT18 F0.5 F1 F15

Figura 32. Porcentaje de frutos podridos por Penicillium digitatum y P. Italicum en simulacion de
exportacién y posterior comercializacién con la formulacion FRCF.

H%FR POD Q. W %FR POD Q+CD

100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
90,0 90,0
80,0

55,0

CTL Cwi18 PZT 18 F0.5 F1 F15

Figura 33. Porcentaje de frutos podridos por Penicillium digitatum y P. Italicum en simulacion de
frigoconservacion y posterior comercializacion directa con la formulacion FRCF.

HE%FRPODSEM2F H%FRPODSEM4F ®E%FRPODF+CD

93 100 100 100

73

CTL Cwi 18 PZT18 F0.5 F1 F15

162



Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

5.4 Referencias Bibliograficas

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

Kaplan, H.J. 1986. Washing, Waxing and Color Adding. En Fresh Citrus Fruits.
W.F. Wardowski, S. Nagy y W. Grierson, eds., Westport, CT: AVI Publishing Co.
p. 379.

Greener, D.I. y Fennema, O. 1989. Evaluation of Edible Bilayer Films for Use as
Moisture Barriers for Food. J. Food Sci. 54. p. 1400-1406.

Nussinovitch, A. y S. Lurie. 1995. Edible Coatings for Fruits and Vegetables.
Postharvest News and Infromation 6. p. 53N-57N.

Kester, J.J. y Fennema, O.R. 1986. Edible Films and Coatings. A Review. Food
Technol. 40. p. 47-59.

Eric, D., 2009. Hydrocolloids as emulsifiers and emulsion stabilizers. Food
Hydrocolloids 23:6. p. 1473-1482.

Dickinson, E., 2006a. Colloid science of mixed ingredients. Soft Matter. 2. p.
642-652.

Krochta, J.M. y De Mulder-Johnston C. 1997. Edible and Biodegradable Polymer
Films: Challenges and Opportunities. Food Technol. 51(2): 61-74.

Gennadios, A. y Weller, C.L., 1990. Edible Films and Coatings from Wheat and
Corn Proteins. Food Technol. 44. p. 63-67.

Ganz, A. J., 1977. Cellulose hydrocolloids, Food Colloids (H. P. Graham, ed.),
AVI Pub. Co., Westport, CT. p. 383.

Kester, J. J., Fennema, O. R., 1986. Edible films and coatings: a review, Food
Technol. 40. p. 47.

Schultz, T. H., Miers, J. C., Owens, H. S., Maclay, W. D., 1949. Permeability of
pectinase films to water vapor, 1. Phys. Colloid. Chem. 53. p. 1320.

Schultz, T. H., Owens, H. S., Maclay, W. D., 1948. Pectinase films, J. Colloid.
Sci. 53.p. 53.

Miers, J. C., Swenson, H. A., Schultz, T. H., Owens, H. S., 1953. Pectinase and
pectate coatings. I. General requirements and procedures, Food Technol. 7. p. 229.
U.S. FDA, 1966. Code of Federal Regulations 21: Parts 1-99.

Baldwin, E.A. 2007. Surface treatments and edible coatings in food preservation.
In: Rahman, M.S., editor. Handbook of Food Preservation. 2nd edition. Boca
Raton, FL: CRC Press. p. 477-507.

Mohammadifar, M. A., Musavi, S. M. 2006. Solution properties of targacanthin
(water-soluble part of gum tragacanth exudate from Astragalus gossypinus).
International Journal of Biological Macromolecules 38: 1. p. 31-39.
Nisperos-Carriedo, M.O. 1994. Edible Coatings and Films Based on
Polysaccharides. En: Edible coatings and Films to Improve Food Quality. J.M.
Krochta, E.A. Baldwin y M. Nisperos-Carriedo (Eds.) Technomic, Lancaster,
Pensilvania, EUA. p. 305-336.

Hernandez, E., 1994. Edible coatings from lipids and resins, Edible Coatings and
Films to Improve Food Quality (J. M. Krochta, E. A. Baldwin, and M. O.
Nisperos-Carriedo, eds.), Technomic Publishing Company, Lancaster, PA, p. 279.
Donhowe, G., Fennema, O., 1994. Edible films and coatings: characteristics,
fonnation, definitions and testing methods, Edible Coatings and Films to Improve

163


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X08001902#bbib26

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

2109.

220.

221.

222.

223.

224,

225.

Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

Food Quality (J. M. Krochta, E. A. Baldwin, and M. O. Nisperos-Carriedo, eds.),
Technomic Publishing Company, Lancaster, PA, p. I.

Kester, J. J., Fennema, O., 1989. Tempering influence on oxygen and water vapor
transmission through a stearyl alcohol film, JAOCS 66. I . p. 154,

Kamper, S. L., Fennema, O., 1984. Water vapor permeability of edible bilayer
films, J. Food Sci. 49. p. 1478.

Kamper, S. L., Fennema, O., 1984. Water vapor permeability of an edible, fatty
acid, bilayer film, J. Food Sci. 49. p. 1482.

Fennema, J. J., Kester, O. 1989. Resistance of lipid films to oxygen transmission,
JAOCS 66. p. 1130.

Kester, J. J., Fennema, O., 1989. Resistance of lipid films to water vapor
transmission, JAOCS 8. p. 1139.

Hallman, G. H., Nisperos-Carriedo, M. O., Baldwin, E. A. Campbell, C. A., 1994.
Mortality of Caribbean fruit fly imrnatures in coated fruits, J. Econ. Entomol. 87.
p. 752.

Baldwin, E. A., 1994. Edible coatings for fresh fruits and vegetables: past, present,
and future, Edible Coatings and Films to Improve Food Quality (1. M. Krochta, E.
A. Baldwin, and M. O. NisperosCarriedo, eds.), Technomic Publishing Company,
Lancaster, PA. p. 25.

Kester, J. J., Fennema, O. R., 1986. Edible films and coatings: a review, Food
Technol. 40. p. 47.

Bennett, H., 1975. Industrial Waxes, Vol. I, Chemical Pub. Co., New York.

P. Zapico, M. Medina, P. Gaya and M. Nunez, Synergistic affect of nisin and the
lactoperoxidase system on Listeria monocytogenes in skim milk. International
Journal of Food Microbiology. 40 (1998), pp. 35-42.

Mecitoglu, M., Yemenicioglu, A., 2007. Partial purification and preparation of
bovine lactoperoxidase and characterization of kinetic properties of its
immobilized form incorporated into cross-linked alginate films. Food Chemistry
10:2. p. 726-733.

Min, S., Krochta, J.M., 2005. Inhibition of Penicillium commune by edible whey
protein  films incorporating lactoferrin, lactoferrin  hydrosylate, and
lactoperoxidase systems. Journal of Food Science. 70 . p. 87-94.

Appendini, P., Hotchkiss, J.H., 1997. Immobilization of lysozyme on food contact
polymers as potential antimicrobial films. Packaging Technology and Science.
10.p. 271-279.

Han, J.H., 2000. Antimicrobial food packaging. Food Technology. 54: 3. p. 56—
65.

Appendini, P., Hotchkiss, J.H., 2002. Review of antimicrobial food packaging.
Innovative Food Science and Emerging Technologies. 3. p. 113-126.
Tharanathan, R.N., 2003. Biodegradable films and composite coatings: past,
present and future. Trends in Food Science Technology. p. 14.

O. Mengual, G. Meunier, I. Cayre, K. Puech, P. Snabre, 1999. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 152. p. 111-123.

Troy, David A., Remington, Joseph P., Beringer, Paul., 2006. Remington: The
Science and Practice of Pharmacy. 21 ed. Philadelphia. p. 325-336, 886-87.

164



226.

2217.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

Debeaufort, F. y Voilley, A. 1995. Effect of Surfactants and Drying Rate on
Barrier Properties of Emulsified Edible Films. International J. Food Sci. Technol.
30:183-190.

Viuda-Martos, M., Y. Ruiz-Navajas, J. Fernandez-L6pez, and J.A. Pérez-Alvarez.
2008. Functional properties of honey, propolis, and royal jelly. Journal of Food
Science 73: R117-R124.

Caccioni, D. R. L., Guizzardi, M., Biondi, D. M., Renda, A., Ruberto, G., 1998.
Relationship between volatile components of citrus fruit essential oils and
antimicrobial action on Penicillium digitatum and Penicillium italicum.
International Journal of Food Microbiology. 43:1/2, p. 73-79.

Sharma, N., & Tripathi, A., 2006a. Fungitoxicity of the essential oil of Citrus
sinensis on post-harvest pathogen. World Journal of Microbiology &
Biotechnology. 22. p. 587-593.

Shukla, A. C., Shahi, S. K., & Dixit, A., 2000. Epicarp of Citrus sinensis: A
potential source of natural pesticides. Indian Phytopathology. 53. p. 468-471.
Deba, F, Xuan TD, Yasuda, M, Tawata, S., 2008. Chemical composition and
antioxidant, antibacterial and antifungal activities of the essential oils from Bidens
pilosa Linn. Var. Radiata. Food Control 19. p. 346-352.

Alma, M. H., Nitz, S., Kollmannsberger, H., Digrak, M., Efe, F. T., & Yilmaz, N.
(2004). Chemical composition and antimicrobial activity of the essential oils from
the gum of Turkish Pistachio (Pistacia vera L.). Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 52(12), 3911-3914.

Bezic, N., Skocibusic, M., & Dunkic, V., 2005. Phytochemical composition and
antimicrobial activity of Satureja montana L. and Satureja cuneifolia Ten.
essential oils. Acta Botanica Croatica. 64:2. p. 313-322.

Rasooli, I., Moosavi, M. L., Rezaee, M. B., & Jaimand, K., 2002. Susceptibility of
microorganisms to Myrtus communis L. essential oil and its chemical
composition. Journal of Agricultural Science and Technology. 4:3/4. p. 127-133.
Rodov, V., Ben-Yoshua, S., Fang, D. Q., Kim, J. J., & Ashkenazi, R., 1995.
Preformed antifungal compounds of lemon fruit: Citral and its relation to disease
resistance. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 43. p. 1057-1061.
Sonboli, A., Babakhani, B., & Mehrabian, A. R., 2006. Antimicrobial activity of
six constituents of essential oil from Salvia. Zeitschrift fur Naturforschung Section
C, Biosciences. 61:3/4. p. 160-164.

Tepe, B., Akpulat, H. A., Sokmen, M., Daferera, D., Yumrutas, O., Aydin, E., et
al., 2006. Screening of the antioxidative and antimicrobial properties of the
essential oils of Pimpinella anisetum and Pimpinella flabellifolia from Turkey.
Food Chemistry. 97: 4. p. 719-724.

Veldhuizen, E. J., Tjeerdsma-van Bokhoven, J. L., Zweijtzer, C., Burt, S. A., &
Haagsman, H. P., 2006. Structural requirements for the antimicrobial activity of
carvacrol. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 54. p. 1874-1879.
Cristani, M., D'Arrigo, M., Mandalari, G., Castelli, F., Sarpietro, M. G., Micieli,
D., Trombetta D., 2007. Interaction of four monoterpenes contained in essential
oils with model membranes: Implications for their antibacterial activity. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 55:15. p. 6300-6308.

165



240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

Knobloch, K., Pauli, A., Iberl, B., Wigand, H., & Weis, N., 1989. Antibacterial
and antifungal properties of essential oil components. Journal of Essential Oil
Research. 1. p. 119-128.

Sikkema, J., de Bont, J. A. M., & Poolman, B., 1995. Mechanisms of membrane
toxicity of hydrocarbons. Microbiological Reviews. 59. p. 201-222.

Uribe, S., Ramirez, J., & Pefia, A., 1985. Effects of beta-pinene on yeast
membrane functions. Journal of Bacteriology. 161. p. 1195-1200.

Conner, D. E., & Beuchat, L. R., 1984. Effects of essential oils from plants on
growth of food spoilage yeasts. Journal of Food Science. 49. p. 429-434.
Omidbeygi, M., Barzegar, M., Hamidi, Z., & Nafhdibadi, H., 2007. Antifungal
activity of thyme, summer savory and clove essential oils against Aspergillus
flavus in liquid medium and tomato paste. Food Control. 18: 12. p. 1518-1523.
Daferera, D. J., Ziogas, B. N., & Polissiou, M. G., 2000. GC-MS analysis of
essential oils from some Greek aromatic plants and their fungitoxicity on
Penicillium digitatum. Journal Agricultural and Food Chemistry. 48. p. 2576—
2581.

Broun, G.E. 1983. Control of Florida citrus decay with Guazatine. En:
Proceedings of the Florida State Horticultural Society. 96. p. 335-337.

166



Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

6. DESEMPENO DE UN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE EN UNA
LINEA INDUSTRIAL DE CITRICOS, EVALUACION DE LA
CALIDAD POSCOSECHA E IMPACTO METABOLICO

6.1 Introduccion

La calidad de los citricos se puede definir como el conjunto de propiedades inherentes a
un producto que permite distinguir entre unos y otros frutos; ademas tienen importancia
en la determinacion del grado de aceptacién por el consumidor e implica una
combinacion de caracteristicas, propiedades y atributos que le darian al producto un
valor como alimento y mercancia. En esta definicion se superponen los conceptos de
calidad nutricional, calidad higiénica, calidad organoléptica, calidad simbélica y calidad

de consumo [247].

El establecimiento de regulaciones de calidad para el consumo de los frutos citricos se
vinculd al auge de este cultivo en los Estados Unidos. En 1924 se establecieron por
primera vez indices de calidad interna en California y Florida. Las investigaciones
realizadas por Harding [248], sentaron las bases de los indices de calidad externa e
interna que se emplean en la actualidad en los frutos citricos para el consumo en fresco
y como materia prima para la transformacion industrial, regulados en un documento
legal por primera vez en el Codigo Legal de la Florida (1949). En otras regiones del
mundo se adoptaron los mismos indices, enfatizando unos y otros en funcion del &rea,

destino comercial de la fruta y mercado [249].

En esta investigacion se aplica la determinacion de diferentes indices de calidad externa
e interna y la evaluacion simulada en condiciones de vida atil comercial de citricos,

dada la evaluacion del impacto del uso de recubrimientos comestibles.

6.2 Materiales y métodos

Se estudio el desempefio de la formulacién FRCF obtenida en la seccion 5, sobre la

calidad y vida util durante la etapa de comercializacion de naranja Valencia, bajo
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condiciones de aplicacion en una linea de tratamiento industrial (lavadora, tinel de
secado, aplicador de cera, tunel de secado y seleccionador de frutos, Tecnofruta

Levante, S.L., Valencia-Espafa).

6.2.1 Caracteristicas y disefio del experimento de recubrimiento

Se seleccionaron frutos de naranja Valencia, provenientes de la zona de produccion
citricola en Tamesis-Ant., los cuales fueron recolectados por personal de la empresa C.I.
Agricolas Unidas S.A. en la Finca La Cristalina, con un indice de madurez (IM)
comercial, sin dafios o defectos, y con una adecuada apreciacion macroscépica de la
calidad. Los frutos de naranja valencia se sometieron al procedimiento de satinizacion
que aplica el productor (detergente neutro en agua) y posteriormente se procedio a la
aplicacion de los recubrimientos utilizando aspersiéon: 1. formulacién desarrollada
(FRCF, Pectina 4%, sorbitol, 1,8%, cera de abejas 0,8%, aceite esencial 1%, goma
tragacanto 1%, aceite vegetal (AO) 1%); 2. CWIy 3. PZT. La concentracion de s6lidos
totales (ST) de las ceras se modificd dependiendo de las condiciones experimentales
para algunos grupos de frutas, en comercializacion directa CD, se us6 una concentracion
de 18% y en almacenamiento en frio 10%, para evitar el desarrollo de off-flavors dado
que el periodo de almacenamiento es mas prolongado. Los frutos recubiertos se
separaron por grupos en canastas plasticas (30 y 70 frutos) y se rotularon segin el

disefio del experimento.
Los recubrimientos se aplicaron segun la siguiente codificacion:

5. Cera comercial + IMZ 18% ST, 13,5 ST y 10% ST (CWI 18, CWI 13,5y CWI
10)

6. Ceracomercial + TBZ 18% ST y 10% ST (PZT 18 y PZT 10)

7. Formulacion FRCF: 1% AE (F1)

8. Control absoluto: sin cera (Control de entrada, Controles por semana)

Los grupos de muestras se sometieron a diferentes condiciones de almacenamiento. Para

ello se realizdé una simulacion de condiciones, asi:
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Comercializacion directa (CD) a un periodo de 1 y 2 semanas con temperatura
ambiente. Las cajas se dejaron en promedio a 25°C.

Frigoconservacion durante 2, 4, 6 y 8 semanas en refrigeracion a 7°C y posterior

comercializacion, durante 7 dias a 25°C. (F+CD).

Exportacion a EE.UU: se someti0 la fruta a una temperatura de 0,8°-1,8°C, durante 18-
21 dias (cuarentena, Q), seguido de un periodo de comercializacion de 7 dias, a 25°C
(comercializacién, CD). (Q+CD).

Al final de cada periodo de almacenamiento se evalud la incidencia de dafios y
alteraciones, en los siguientes puntos, CD: dias 9 y 16; F+CD: dias 16 y 30; Q+CD: dias
26 y 32 del ensayo. En cada salida se midieron las lesiones presentes en los frutos y se
anotaron las observaciones respectivas. En las salidas se retiraron los contenedores de
las cdmaras de frio, se realizaron los conteos y mediciones, se anotaron las
observaciones, se tomo registro fotografico, se eliminaron los frutos podridos y se
regresaron las cajas con frutos a las cémaras hasta completar el periodo de
almacenamiento. En los casos en los que fue necesario el control de condiciones
experimentales de frigoconservacién para almacenamiento en comercializacién y
cuarentena bajo las diferentes temperaturas, se utilizaron las cavas de la empresa C.I.
Agricolas Unidas S.A. Para esto, se dispuso de dos cavas, una a 7°C y otra a 1°C. De
igual manera, cuando la fruta se sometié a temperatura ambiente, ésta, permanecié en
las mismas instalaciones de la empresa, en un cuarto dispuesto para ello. El analisis
estadistico de los datos, se realiz6 mediante software Statgraphics centurién XVI,
version 15.2, se empled el modelo de andlisis de varianza ANOVA vy de diferencias
minimas entre las medias, estos se establecieron a partir del Test de LSD (Fisher’s Least
Significat Difference—Diferencia Minima Significativa de Fisher), con un nivel de

confianza del 95%.

6.2.3 Efecto de recubrimientos sobre la calidad y vida util

Se evaluaron parametros relacionados con la calidad externa, con la calidad interna y la

fisiologia de los frutos; para ello, se utilizaron lotes de 30 frutos por tratamiento, para

169



Formulacién de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacién metabolémica y evaluacién de la calidad poscosecha.

determinar la pérdida de peso y lotes de 70 frutos para determinar los demas
pardmetros. En total se aplicaron 2780 frutos para el desarrollo del experimento.

6.2.3.1 Evaluacion de la calidad externa de los frutos

Didmetro: se midio el didmetro ecuatorial de cada fruto con un pie de rey, expresandose

el resultado en milimetros.

Peso: Se midio individualmente empleando una balanza analitica y se expresaron como

porcentaje de pérdida de peso respecto al peso inicial.

Firmeza: se determind mediante un ensayo de compresién, con un texturometro para
determinar la firmeza del fruto. Se utiliz6 un analizador de textura (TA-XT2i. Stable
Micro Systems, Vienna Court. UK) con una celda de carga de 10 Kg, aplicando una
fuerza de 10 N en la zona ecuatorial del fruto, se emple6 un ensayo tipo compresion-
descompresion con un plato P 7100. Los resultados se expresan como porcentaje de

deformacion ecuatorial con respecto al didmetro inicial del fruto.

Indice de color: se utilizdé un colorimetro (SP62, X-RITE Grand Rapids MI. EE.UU.),
con sistema iluminante D65, observador 2 (especulante), utilizando el sistema Hunter-
Lab, expresado a través del indice de color (1000a/L.b), con el fin de determinar
cambios en el color de los frutos.

Rendimiento del zumo: para medir la cantidad de zumo de la fruta se pesaron 30 frutos
formando tres (3) grupos de 10 frutos cada uno. Posteriormente, se cortaron los frutos
en dos piezas y se extrajo el zumo de cada uno de los grupos por separado, con un
extractor eléctrico. El rendimiento del zumo se expresd como porcentaje de volumen de

zumo (ml) por peso de fruto (g).
6.2.3.2 Evaluacion de la calidad interna de los frutos

indice de madurez: para cada uno de los tres zumos, se determinaron: los s6lidos

solubles (°Brix), medidos con un refractometro digital.
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La acidez se determino por titulacién con hidroxido sodico 0,1N, de la misma forma
que en el capitulo 2. Las medidas se realizaron a tres replicas. El indice de madurez, se

expresd como el cociente °Brix/acidez total.

Vitamina C: se determind en 3 alicuotas de zumo de 10 frutos cada uno. Se aplico el
método de titulacién con indofenol, segin método de determinacion vitamina C AOAC
967.21.

6.2.3.3 Determinacion de marcadores metabdélicos relacionados con estrés
en frutos

Se emple6 la metodologia descrita en el numeral 4.2.3 para el analisis mediante
metabolite profiling de la fraccion de compuestos organicos volatiles, acidos grasos
(FAMES) y el estudio quimico de la fraccion de solidos solubles totales (SST-TMS).

6.2.3.4 Desordenes fisioldgicos

Se evaluaron alteraciones provocadas por la exposicion del fruto al frio (pitting y
SERB) visual e individualmente en 100 frutos por tratamiento. Los diferentes grados de
desorden o pudricion se clasificaron de 0-3. Las alteraciones, se calificaron como ligeras
(=1), cuando el area afectada fue inferior al 10%, medias (=2), cuando el area afectada
abarco entre un 10% y un 20% del fruto, y severas (=3), cuando sobrepasaron el 20%
del fruto. Para frutos sanos, se asign6 una puntuacion de 0. Adicionalmente, se realizo
un conteo de frutos afectados. La expresion de los resultados fue como porcentaje de

indice de deterioro (% ID), con respecto al total de frutos afectados por tratamiento.
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6.3 Resultados y discusion
6.3.1 Evaluacion de la calidad externa de los frutos

6.3.1.1 (%) Pérdida de peso

La pérdida de peso durante el almacenamiento es una consecuencia de la transpiracion
del fruto, proceso fisico que sigue durante todo el periodo de almacenamiento. En este
proceso estan involucrados tres eventos importantes: (1) el movimiento del agua como
liquido y vapor, desde los espacios intercelulares hasta la cuticula; (2) la disolucién y
difusion de las moléculas de agua en y a través de la membrana cuticular; (3) la
desorcion del agua, en la superficie exterior [250]. En la Figura 34, se aprecian los
resultados de este parametro para la evolucion de la pérdida de peso en los frutos testigo
y recubiertos.

Figura 34. Pérdida de peso (%) de frutos de naranja Valencia recubiertos en diferentes condiciones de
almacenamiento.
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En la simulacién de comercializacion directa, no hubo diferencias significativas entre el
recubrimiento FRCF y las demas ceras comerciales; ademas, todos los tratamientos
evaluados alcanzaron el limite comercial de aceptacion de pérdidas de peso en

comercializacion directa (5%). Asi mismo, después de 2 semanas, la pérdida de peso fue
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superior al 5%, en todos los tratamientos, aunque CWI 18% se comporto
significativamente mejor que los demas tratamientos. El aumento de la concentracion de
solidos totales en la cera, forma una mayor barrera al intercambio de los gases, aunque
se corre el riesgo de la aparicion de malos sabores en el interior de los frutos, por
consecuencia de la generacion de atmoésferas anaerobias y por consiguiente de

fermentaciones.

La pérdida de agua provocé perdidas de peso en el orden del 5% en la comercializacion
directa, del 7% en la frigoconservacion y hasta el 16% en la simulacion del proceso de
conservacion frigorifica y posterior comercializacion [251]. Bajo las condiciones de
simulacion en cuarentena a EE.UU., no se observaron diferencias significativas en el
control de pérdida. Comparando la fruta que sirvid de control absoluto, contra el
recubrimiento comestible evaluado y las ceras comerciales, todos los tratamientos
alcanzaron pérdidas muy inferiores al 16%, tope permitido en un proceso completo de
conservacion y comercializacion. La conservacion a baja temperatura es la tecnologia
poscosecha mas utilizada y eficaz para alargar el periodo de vida atil de frutas y
hortalizas. Por ello, mantener las frutas dentro de sus rangos 6ptimos de temperatura y
humedad relativa es el factor mas importante en el mantenimiento de su calidad. La
temperatura de almacenamiento debe ser siempre superior a la del punto de
congelacion, para los productos no sensibles al frio y a la temperatura minima
recomendada [19]. Respecto al tratamiento cuarentenario, tratindose de un
requerimiento normativo (tratamiento cuarentenario por frio) en principales paises
importadores (EE.UU., Europa y Jap6n) y dado que no se verificaron diferencias
significativas entre tratamientos, el recubrimiento FRCF, presenta la ventaja de no
presentar contenido o residualidad de sustancias de control toxicoldgico, factor limitante
en la actualidad en el contexto de la seguridad alimentaria y en la aceptaciéon de
exportaciones, donde los paises imponen limites maximos de residuos (LMR), cada vez

mas reducidos.

Durante las semanas 4 a 8 en condiciones de frigoconservacion, los frutos recubiertos
con FRCF presentaron mayor pérdida de peso, durante este tiempo se pierde efectividad
en el control de péerdida de peso, las ceras comerciales de referencia tuvieron un mejor

desempefio.
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En el almacenamiento a 7°C mas 7 dias a temperatura ambiente, el FRCF ofrecio un
control de peso del orden del 0,9%, durante 2 semanas, mientras que la cera comercial
PZT 10%, suministré un control de peso de 4,6%, durante 8 semanas y la cera CWI
10% del 3,5%. La temperatura y el tiempo de almacenamiento tienen influencia sobre la
pérdida de peso de los frutos de pomelo “Rio Red”, verificando que los frutos
almacenados a las temperaturas mas elevadas y durante el periodo de tiempo maés largo,
presentaron las mayores pérdidas de peso [252]. Otros autores [91], observaron
también, que las bajas temperaturas, reducen la transpiracion. Segin Hagenmaier [253],

la pérdida de peso puede medir el efecto del estrés en la fisiologia de los frutos.
6.3.1.2 indice de Color

Segun Navarro, 2007, la degradacion de las clorofilas de la piel de los citricos durante la
maduracion y la senescencia, supone una pérdida de la coloracién verde y un
desenmascaramiento de los carotenos que son pigmentos de color amarillo y naranja,
con el consiguiente cambio de color. Conforme avanzan estos dos procesos se pierden
las tonalidades amarillas, predominando las naranjas, que permanecen inalteradas
durante la senescencia. El indice de color (IC) es un indicador de este viraje de color,
que experimentan los citricos y su medida aporta informacion Gtil de frutos sometidos a
tratamientos de desverdizacion, puesto que permite evaluar la eficiencia de los mismos.
Dependiendo del producto vegetal y del indice de color externo inicial, los
recubrimientos se pueden aplicar para conservar el color o permitir su cambio. En este
caso, los frutos se recolectaron con un indice de color externo inicial de -1,4., Ver figura
26, con presencia de tonos verdes claros con matices amarillentos, dado el interés de
mejorar este aspecto con la formulacion FRCF se quiso conseguir un tono orientado al
naranja, lo que es positivo si se consideran los estandares de exportacion, donde

normalmente se exigen naranja en los frutos. Los resultados se aprecian en la figura 27.

Figura 35. Escala de color para citricos, basada en los parametros Hunter Lab e IC=1000*a/L * b
m

c= (-3) (+1) (+3) (+6)

Tomado de: Comisién de Reglamentos Técnicos y Comerciales 2006
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Figura 36. Evolucion del indice de color en frutos de frutos de naranja Valencia recubiertos en diferentes
condiciones de almacenamiento.
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En todas las condiciones de almacenamiento, el color externo de los frutos evolucioné a
tonos color naranja con matices amarillentos (0,8, 2,5, 4,0, en comercializacion directa,
cuarentena y frigoconservacion, respectivamente), lo que corresponde a un aumento en
el indice de color de los mismos. En general, los recubrimientos redujeron el cambio de
color en todas las condiciones de almacenamiento en comparacion con el control,
aunque el recubrimiento FRCF, en la mayoria de las salidas registr6 los IC maés

elevados, siendo el producto mas favorable para su aplicacion.
6.3.1.3 Firmeza (% deformacion)

La firmeza es un parametro de cosecha muy importante, debido a que durante el
posterior almacenamiento y comercializacion se va a producir un ablandamiento
progresivo de los frutos (pérdida de firmeza), con la consecuente pérdida de calidad.
Este parametro esta relacionado con las propiedades mecanicas del fruto, fue medido en
términos de la resistencia de la corteza del fruto a la compresion. La pérdida de agua es

una de las principales causas de deterioro, no so6lo en los citricos, sino en la mayoria de
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los productos hortofruticolas, debido a que ademas de pérdidas cuantitativas de peso,
produce pérdidas de apariencia de firmeza. En estos productos la deshidratacion es

mayor dadas la superficie del fruto, siendo la zona perpendicular la mas susceptible.

El ablandamiento o peérdida de firmeza de la pulpa de las frutas, se debe a la
degradacion de las pectinas y de las hemicelulosas de las paredes celulares y, en ella,
intervienen procesos de hidrdlisis enzimatica y procesos no enzimaticos, como los
cambios en el pH o fuerza ionica del medio que envuelve la pared celular. Una
refrigeracion adecuada y el uso de atmosferas modificadas o controladas, ralentiza los
procesos de senescencia del fruto en general, y el ablandamiento de la pulpa en
particular [254]. La Figura 28, representa la deformacion producida en los frutos, tras
aplicar una fuerza de compresion de 10N. Por tanto, un incremento de los valores de
deformacion de las naranjas, indica una pérdida de firmeza o turgencia.

Figura 37. Porcentaje de deformacion en frutos de naranja Valencia recubiertos en diferentes condiciones
de almacenamiento.
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Se observa como en los grupos de frutos al inicio se presentdé un incremento en el
porcentaje de deformacion, aspecto que se debe a la propia naturaleza del cultivos
utilizado. En general, la deformacion de los frutos aumentd al prolongar el tiempo de

almacenamiento. A 25°C, durante una semana, la cera CWI fue la méas efectiva, asi
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como en frigoconservacion, hasta la sexta semana, mientras que en cuarentena, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos. El recubrimiento comestible
FRCF, se mostro efectivo hasta la cuarta semana en frigoconservacion, mientras que en

CD, no mostro diferencias significativas con relacion al control absoluto.

Algunos estudios realizados en citricos muestran una relacion entre la firmeza del fruto
y la pérdida de peso del mismo, siendo la deshidratacion, la responsable de la pérdida de
turgencia del fruto y, por tanto, de la pérdida de firmeza. En las evaluaciones realizadas,
al recubrimiento comestible, se puede apreciar que después de la semana 4, a 7°C, hasta
la semana 8, el fruto aumentd su pérdida de peso; en este periodo; se presentd, ademas,
una menor firmeza en los frutos, lo que pone de manifiesto un posible efecto de la

deshidratacion en la pérdida de firmeza de las naranjas.

Los resultados del recubrimiento FRCF muestran que es importante mejorar sus
caracteristicas de modo que permitan un mejor control de los pardmetros de calidad. En
otros estudios, se ha determinado que en recubrimientos con diferentes composiciones,
se pueden controlar estos pardmetros; por ejemplo, en recubrimientos compuestos a
base de hidroxipropil metilcelulosa, lipidos [255] y a base de goma de garrofin [256],
que reducen la pérdida de peso de mandarinas Fortune, también, formulaciones de
recubrimientos a base de goma laca y distintas ceras (de abeja, carnauba o candelilla)
resultaron efectivos reduciendo la pérdida de peso y de firmeza de naranjas Valencia,
Navelina y Lanelate y mandarinas Fortune y Clemenules [257], [258]. También, se han
aplicado recubrimientos de quitosan, que reducen estos parametros, en mandarinas
‘Fortune’ [259], y recubrimientos con derivados de dextrina y ésteres de glicerina, que

los disminuyen, en mandarinas Clemenules y Fortune.

6.3.2 Evaluacion de la calidad interna de los frutos

6.3.2.1 indice de madurez (IM)

En todos los casos experimentales el indice de madurez aumentd ligeramente durante el

tiempo de almacenamiento respecto al IM inicial, esta diferencia se hiso mayor despues
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de ocho 8 semanas de frigoconservacion y posterior comercializacion directa, en la

figura 30 se observan estos cambios.

Al prolongar el almacenamiento, se observo una reduccion de la acidez y un aumento
del IM, manteniéndose el contenido en solidos solubles. No se registraron diferencias
significativas de los tratamientos con respecto al control absoluto, ni entre tratamientos.
El recubrimiento FRCF tuvo un desempefio similar al de las deméas ceras comerciales.
Una disminucion de la acidez, al prolongar el almacenamiento, puede traducirse en un

aumento del .M.

El consumo de azlcares y &cidos orgéanicos, durante la respiracion del fruto, la
conversion de &cidos organicos en azlcares y la pérdida de agua por deshidratacion, asi
como la hidrolisis de polisacaridos con la liberacién de azlcares solubles, propia del
metabolismo del fruto [260], dan como resultado, un balance negativo de acidos
organicos y una regulacion del contenido en azucares, que se traduce en una

estabilizacion de los solidos solubles totales.
6.3.2.2 Rendimiento en zumo (%)

Los frutos citricos son valorados por su contenido de zumo. El contenido del mismo,
disminuye, con el avance de la maduracion y del periodo de almacenamiento. El estado
de maduracion y la calidad en otros citricos como la lima, el limén y el pomelo, se
basan también, en la cantidad de zumo de los frutos, ademas del contenido de so6lidos
solubles. El rendimiento del zumo es un parametro que esta estrechamente relacionado

con los pardmetros de calidad, como son la pérdida de peso (PP) y la firmeza.
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Figura 38. Rendimiento de zumo en frutos de naranja Valencia recubiertos en diferentes condiciones de
almacenamiento.
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En los diferentes medios de conservacion a los que fue sometida la naranja Valencia, no
se observo un efecto significativo positivo del recubrimiento FRCF, en relacion con el
grupo control, durante las diferentes semanas, aunque, su comportamiento fue similar a

los referentes comerciales.
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Figura 39. indice de madurez de frutos de naranja Valencia recubiertos en simulacion de condiciones de almacenamiento.
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6.3.2.3 Contenido de vitamina C

El acido ascorbico (L-ascorbico) o vitamina C es una y-lactona, sintetizada por las plantas.
Es un potente antioxidante natural, que se encuentra presente en grandes cantidades en los
zumos citricos, por lo que se considera un parametro de calidad en los frutos citricos.

Figura 40. Contenido de 4cido ascorbico en frutos de naranja Valencia recubiertos en diferentes condiciones
de almacenamiento.
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Como se observa en la figura 31, el contenido en vitamina C no se vio significativamente
afectado por el periodo de almacenamiento, excepto en el caso de la simulacién de
cuarentena, donde se observd una reduccion significativa en este pardmetro, siendo el
contenido maés bajo para el recubrimiento FRCF junto con la cera CWI, asi, como a las 8
semanas en frigoconservacién mas periodo de comercializacion. Asi mismo, la cera PZT,

mostré un mejor comportamiento frente a este parametro para las deméas condiciones de
almacenamiento.

Otros recubrimientos compuestos a base de carboximetilcelulosa, aceite de soja y oleato

sodico, han resultado efectivos manteniendo los niveles de sélidos solubles, la acidez y la
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vitamina C, en mandarinas [261]. En albaricoques, se han aplicado recubrimientos a base
de metilcelulosa, polietilenglicol, &cido estearico y &cidos ascorbico o citrico, que reducen

la pérdida de peso y la de vitamina C [262].

6.3.3 Determinacién de marcadores metaboélicos de estrés relacionados con el

uso de recubrimientos

Mediante metabolite profiling y analisis multivariado se detectaron diferentes metabdlitos
marcadores de procesos normales de senescencia en grupos control, y de impacto dado el
uso de recubrimientos en naranja Valencia. Los marcadores de impacto metabdlico
estuvieron relacionados principalmente con el efecto que tuvieron los recubrimientos sobre
los procesos respiratorio y de transpiracion, dando como resultado, en algunos casos el
inicio de procesos de anaerobiosis y deshidratacion, dadas las condiciones de simulacion
experimental, algunos grupos de metabdlitos presentaron mejor capacidad y sensibilidad
para reportar marcadores asociados al inicio de procesos de estres en los frutos.

6.3.3.1 Marcadores volatiles

El andlisis de fraccion volatil de los zumos experimentales permitio la deteccion temprana
(1 semana) de grupos de moléculas relacionadas con condiciones de anaerobiosis y por
consiguiente la prevision de aparicion de off-flavors y de pérdida de calidad organoléptica.
Este grupo de compuestos se normalizd cromatograficamente con base en el factor de
respuesta del ISTD, consiguiendo valores inferiores a 1 ppm para etanol y CO,.

En la figura 41 se observa la formacion de clusters de muestras que se alejan
principalmente dada la relacion cuantitativa inversa entre sustancias como trans-carveol, n-
octil-acetato, delta-cadineno, n-nonalal (constituyentes normales de la fraccion volatil del
zumo) y dioxido de carbono y etanol (en cantidades superiores a los grupos control). Por
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ello, la linea del segundo componente principal marco la diferenciacion de dos zonas con
diferente status metabdlico: una zona aerobia que contuvo el grupo de muestras control y
FRCF (F1), y una zona de condiciones anaerobias con presencia de los grupos de muestras
recubiertos PZT y CWI. Estas dos formulaciones comerciales formaron peliculas de
caracter impermeable que afectaron en poco tiempo el cociente respiratorio, dando como
resultado un aumento de los niveles de CO,, etanol, productos oxigenados como 4-
terpineol, beta-citronelol, n-octanol y esteres etilicos de é&cidos grasos: propandico,

butandico y decandico.

Figura 41. Dispersion de frutos de naranja Valencia recubiertos segiin componentes principales volatiles.
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El recubrimiento PZT 18 presento el mayor aumento de CO, disuelto en los zumos (93%)
en contraste a F1 que no produjo cambios en esta sustancia respecto al grupo control de una
semana, lo cual es compresible dadas las caracteristicas del la formula hidrocoloidal y a su
facilidad para la difusion de gases. En la figura 42 se aprecia el aspecto nanotopogréafico de
la superficie de la pelicula formada por PZT, la cual presenta un aspecto plano, con menor
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area de contacto con el exterior, gracias a su menor rugosidad y a un menor didmetro

seccional.

Los marcadores permitieron identificar en forma temprana la evolucion de procesos
anaerobios que dieron explicacion a la aparicion de marcadores de cambio entre los grupos
de muestras en posteriores simulaciones experimentales de frigoconservacion y cuarentena,
experimentos en los que dada la aplicacion de bajas temperaturas, produjo la disminucion
en los valores de los marcadores en los respectivos experimentos, sin embargo se observo
la diferenciacion de clusters que se alejaron de la formulacion FRCF y de los grupos
control.

Figura 42. Aspecto de la topografia superficial del recubrimiento comestible FRCF y recubrimiento tipo cera
PZT mediante AFM.
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La identificaciobn temprana de marcadores volatiles de anaerobiosis permitio la

caracterizacion del efecto de los materiales ensayados sobre la fisiologia de los frutos,
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facilitando una adecuada calificacion de los materiales, ademas de una mayor compresion
de la expresion de otros grupos de sustancias y la produccion temprana de sustancias
relacionadas con off-Flavors, como es el caso del terpineol que se forma por degradacion
del limoneno, en este sentido la formulacion FRCF presento el mejor desempefio en cuanto

al impacto metabdlico de la respiracion en las condiciones experimentales.
6.3.3.2 Marcadores lipidicos

Como se vio en la seccion 4, los perfiles de &acidos grasos constituyeron un grupo
relativamente reducido de sustancias que permitieron explicar la variabilidad metabdlica
del proceso de maduracion, dada la sensibilidad de este grupo de sustancias en las
condiciones de analisis, fue posible utilizarlas en la busqueda de marcadores de cambio

dados los objetivos del experimento.
6.3.3.2.1 Comercializacion directa CD

El grupo de sustancias lipidicas presentd resultados que muestran la evolucion de cambios
asociados a la senescencia temprana a temperatura ambiente para los grupos control,
principalmente dado por el cociente Sat/Insat de los acidos lignocerico (C24:0) y nervonico
(C24:1) de 4.11 en laentraday 3.64 y 1.37 en las semanas 1 y 2, respectivamente. El grupo
control de la semana dos reporté adicionalmente el incremento en los niveles de C14:0.
Como se observa en la figura 43, el primer componente principal define dos zonas de dos
cuadrantes, en los que se ubican los cluster de muestras control, F1 y algunos puntos de
CWI 13.5, presentando un comportamiento de poca alteracion metabélica sobre los frutos.

Los dos cuadrantes restantes estan ocupados por muestras de recubrimientos tipo cera de
18% de solidos solubles, el panorama acumulado en la segunda semana del experimento
mostrd que estas muestras estuvieron relacionadas con un aumento en la biosintesis de
acido nervonico a partir del respectivo C24:0, con valores del cociente C24:0/C24:1 de 0.26
y 0.27 para CWI y PZT, respectivamente. Ademas del aumento en las cantidades de los

acidos laurico y estearico.
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En comercializacion directa la formulacion FRCF presento un comportamiento metabdlico

similar al de los grupos control de perfiles de componentes lipidicos.

Figura 43. Dispersion de frutos de naranja Valencia recubiertos segiin componentes principales lipidicos, en
simulacion de comercializacion directa.
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6.3.3.2.2 Frigoconservacion y CD

La temperatura del experimento produjo la reduccion en los valores de los marcadores de
senescencia y de alteracion observados en la simulacion de comercializacion directa, en
este experimento se destaca la formacion de tres clusters que retnen todas las muestras
después de 8 semanas de evolucion. Sin embargo se observé adicionalmente, la aparicion
de algunos metabdlitos lipidicos de menor peso molecular (C4:0 y C6:0) después de la

sexta semana de almacenamiento.

Como se observa en la figura 44, se presentdé una relacion inversa entre los acidos
C24:0/C24:1 que se promovid por las formulaciones tipo cera, aspecto que se relacioné con
la poca permeabilidad de este tipo de peliculas al oxigeno y a la acumulacion de COs,
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también, durante la ejecucion del experimento se observo como, a partir de la semana 6 se
dio el aumento en los niveles de los acidos C4:0 y C6:0, los cuales pueden marcar la
relacion de mala calidad sensorial en los zumos recubiertos con materiales cerosos, dada la
evolucion de condiciones con bajo intercambio gaseoso durante el tiempo del experimento.

Figura 44. Dispersion de frutos de naranja Valencia recubiertos segiin componentes principales lipidicos. En
simulacion de frigoconservacion y posterior comercializacion directa.
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6.3.3.2.3 Cuarentenay CD

La evolucion del experimento produjo perfiles de metabdlitos que identificaron los grupos
control y a la formulacion FRCF con marcadores de senescencia como C12:0, C8:0 y
C20:0, produciendo un impacto muy leve del recubrimiento comestible sobre los frutos. En
forma contraria, las formulas CWI y PZT presentaron mayores niveles de los acidos C24:1,
C6:0y C4:0.
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Figura 45. Dispersion de frutos de naranja Valencia recubiertos segin componentes principales lipidicos. En
simulacion de cuarentena y posterior comercializacion directa.
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6.3.3.3 Marcadores polares TMS

La variabilidad acumulada en el desarrollo del experimento de simulacion de
comercializacion directa, presentd marcadores de la evolucion de senescencia en los grupos
control. Estos marcadores explicaron en forma sensible la evolucion de madures durante 14
dias. Naturalmente. Se presento una relacion inversa entre el contenido del grupo de acidos
organicos y azucares, representados principalmente por un aumento leve en los niveles de
glucosa y sacarosa. La formulacion FRCF se ubico en el mismo cuadrante del grupo control
y produjo adicionalmente en los frutos, un aumento leve, en los niveles de acido trednico,
lo que explica la leve disminucion en los niveles de vitamina C para esta formulacion. Ver

figura 46.

En relacion a las formulaciones tipo cera evaluadas a 13.5 y 18%, estas se agruparon en el

mismo cuadrante, los hallazgos metabolicos presentaron un consumo importante del grupo
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de los &cidos orgénicos y un aumento considerable en la produccién de myo-inositol. Este
metabdlito se ha referenciado como marcador de estrés en vegetales, dado un aumento en la
expresion constitutiva del gen imtl que codifica la mio-inositol O-metiltransferasa, como el
caso de Nicotiana tabacum sometida a estrés osmético y ambiental [263], [264], [265].

Figura 46. Dispersion de frutos de naranja Valencia recubiertos segiin componentes principales de SST. En
simulacion de comercializacion directa.
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6.3.4 Desordenes fisioldgicos

Los citricos, asi como otros frutos tropicales y subtropicales, presentan una especial
sensibilidad a las bajas temperaturas, que se manifiesta por distintas alteraciones y manchas
en la piel, conocidas generalmente como lesion de frio, dafio por frio o chilling injury (CI),
que pueden implicar una alta pérdida de calidad comercial. Las distintas especies y
variedades de citricos presentan diferente susceptibilidad a los dafios por frio. En general,
las naranjas y mandarinas son menos susceptibles a los dafios por frio, que las limas,
limones y pomelos [254]. La manifestacidn de los sintomas de dafios por frio se puede dar

en la misma camara de conservacion, después de un cierto tiempo de permanencia en frio.
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El riesgo de la aparicion de sintomas es tanto mayor cuanto mayor sea el tiempo de
permanencia en cdmara y a menor temperatura, manifestindose ttalmente totalmente
cuando los frutos se transfirieren a temperatura ambiente. Las respuestas a los dafios por
frio son reversibles, para tiempos de exposicion cortos, pero en caso contrario, los dafios

son irreversibles [266].

Los desordenes fisiologicos, observados, que afectan la apariencia externa de los frutos
citricos, fueron el picado o ‘pitting’, que se manifiesta en la piel, con depresiones
redondeadas, que se oscurecen a medida que avanza el deterioro, y la necrosis
peripeduncular SERB, que se manifiesta en torno al pedinculo, con depresiones que
adquieren una coloracion marrén. Se evaluo la incidencia de ambos desdrdenes para cada
tratamiento, expresandose el resultado como porcentaje de incidencia de dafios por frio, con
respecto al total de frutos observados con dafios, para cada nivel de lesién, ver figura 47.

Figura 47. Porcentaje de incidencia de dafios por frio en frutos de naranaja Valencia recubierta durante
simulacion de condiciones de almacenamiento comercial.
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Como se observa en la Figura 47, al prolongar el periodo de exposicion a bajas
temperaturas se obtiene un aumento de pitting y SERB, para frigoconservacion y
cuarentena respectivamente. Durante las semanas 4 y 6 en frigoconservacion, se observan
dafos, ligeros y medios, mientras que a la semana 8 de almacenamiento, ya se empiezan a
observar dafos severos en grupo de frutos control. En esta salida los frutos presentaron
mayor porcentaje de dafios por frio, siendo la cera PZT 10% la que presenté menor
incidencia de dafios totales (pitting y SERB), la cera CWI 10% presentd mas incidencia de

pitting y en menor grado SERB.

Durante la simulacion de cuarentena a EE.UU., los dafios se manifestaron como ligeros y
medios, los frutos con recubrimiento FRCF presentaron mayor porcentaje de dafios por

pitting y menor de SERB, en forma similar a la cera CWI 10%.

La necrosis peripeduncular o ‘SERB’, se produce por deshidratacion de los tejidos aledafios
al pedunculo (Martinez-Javega y Del Rio, 1998). Por tanto, es previsible que una reduccion
de la deshidratacion del fruto, tras la aplicacion de recubrimientos, reduzca los dafios por
‘SERB’. Los causados por ‘pitting’, se atribuyen a las bajas temperaturas a las que puede
exponerse el fruto, a lo largo de su desarrollo y/o durante su almacenamiento. Estas, afectan
a la permeabilidad de las membranas celulares, produciendo un colapso de las mismas y
una pérdida de compartimentacion celular [267]. Esta ultima, pone en contacto, las enzimas
de oxidacion con sus correspondientes sustratos, y a nivel de la piel, se manifiesta con el
manchado tipico de la lesion por ‘pitting’. Es posible que la barrera a los gases CO, y O,

creada por el recubrimiento, pudiera interferir en los procesos exudativos descritos.

Algunos autores atribuyen la reduccion de dafios por frio, en frutos recubiertos, a la
modificacion de la atmédsfera interna del fruto, que éstos producen [268]. Otros autores han
observado un efecto beneficioso de los recubrimientos, reduciendo la incidencia de

desordenes fisiologicos, en citricos [254], [255].
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7. CONCLUSIONES GENERALES

Se realizd la extraccion de pectina y aceites esenciales de residuos de la agroindustria
citricola; la caracterizacion de los productos permitié obtener pectina con rendimientos
sobresalientes y con propiedades funcionales que le facultaron para formar peliculas de
recubrimientos comestibles. Los aceites esenciales reportaron una importante actividad

antifungica respecto a fungicidas de poscosecha (Imazalil y Tiabendazol).

Los residuos disponibles en la industria local, se caracterizaron por presentar un aspecto
macroscopico heterogéneo, su caracterizacion reportod diferencias significativas dado el
funcionamiento de las maquinas que producen un impacto mecénico especifico sobre los

frutos y sus productos: zumos y residuos.

Se reportd por primera vez, el impacto tecnoldgico de las tecnologias de extraccion de
Zumos (Zumex y FMC) sobre la quimica de la fraccion volatil, la calidad organoléptica y
biologica de zumos de mandarina Clementina, encontrando diferencias significativas en
descriptores de calidad olfativa, gustativa y respuestas somatosensoriales negativas para

zumos de procedencia Zumex. Ver anexos 9y 10.

Se obtuvo un prototipo de recubrimiento comestible hidrocoloidal (FRCF) con propiedades
antifungicas, gracias a la incorporacion de aceite esencial de mandarina a una
concentracion del 1% en una matriz de pectina. El disefio de la formulacion del
recubrimiento permitio superar problemas criticos, como la retencion de los componentes
volatiles bioactivos en peliculas delgadas y aportar proteccion antifungica contra hongos

pudridores como Penicillium digitatum y Penicillium italicum.

Se evalud la actividad antifungica in vitro de algunos componentes del aceite esencial y se
obtuvieron los mejores resultados para Carvacrol, Timol y p-Cimeno en comparacion con
fungicidas de poscosecha. Los resultados mostraron que Penicillium digitatum posee mayor
susceptibilidad a la composicion quimica de los aceites esenciales de mandarina

Clementina que Penicillium italicum.
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La formulacion obtenida se evalué en cuanto a su capacidad antifingica in vivo
conjuntamente con formulaciones comerciales tipo cera, obteniendo resultados
satisfactorios de proteccion para la formulacion FRCF en condiciones de simulacion de
almacenamiento en comercializacion directa a temperatura ambiente. Los experimentos de
simulacion de frigoconservacion y cuarentena de exportacion, realizados a 7° y 1°C no
reportaron buena efectividad para las formulaciones de recubrimiento comestible y tipo

cera.

Se desarrollaron metodologias mediante metabolite profiling para el estudio de perfiles de
metabdlitos primarios y secundarios mediante aproximacion metabolémica. Las
condiciones se establecieron mediante la inyeccion liquida de muestras derivatizadas y
headspace para volatiles disueltos, aplicando principalmente un sistema GC/QEIMS. Se
identificaron méas de 400 metabolitos, con los que se establecieron librerias de target
compound para la deconvolucion automatica de los cromatogramas TIC. Esta plataforma de
analisis permitié en forma sensible, la identificacion marcadores involucrados en el proceso
de maduracion y de origen geografico de frutos de mandarina Clementina dadas las

condiciones eco-fisiologicas en las zonas de cultivo.

La formulacion de recubrimiento comestible FRCF se evalud en una linea comercial de
tratamiento poscosecha de citricos sobre naranja Valencia, en conjunto con dos formulas
comerciales tipo cera, el estudio permitié la simulacién de condiciones en almacenamiento
de comercializacion directa, frigoconservacion y cuarentena de exportacion. En cada
simulacion se evaluaron pardmetros de calidad externa, interna y se establecieron
marcadores de estrés abidtico dado el impacto de los materiales de recubrimiento en la
fisiologia vegetal. La formulacion de recubrimiento comestible demostr6 tener capacidad
para conservar los frutos en comercializacion directa: no afectd la vida util de los frutos,
retardd la pérdida de peso y no produjo perturbaciones significativas del cociente

respiratorio.

Mediante aproximacion metabolomica se establecieron marcadores de estrés abiotico dado

el uso de recubrimientos en los frutos. Se identificaron marcadores de anaerobiosis
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principalmente en muestras de recubrimientos tipo cera. Se observé como el incremento en
niveles de CO, y etanol estan relacionados con el incremento de metabdlitos volatiles: 4-
terpineol, beta-citronelol, n-octanol, y esteres de acidos grasos: etil-propanoato, etil-
butanoato y etil-decanoato; también se observd un aumento en la biosintesis de acido

nervonico (C24:1) a partir del respectivo C24:0.

El uso de aproximacién metabolémica para la evaluacion del impacto fisiologico de
recubrimientos en frutas citricas ha sido hasta el momento un campo sin produccion
académica destacable, los factores de respuesta que poseen de los analitos y la cantidad de
moléculas que se pueden integrar al estudio permite obtener evidencia potente y de muy

alto peso para la calificacién de materiales de recubrimientos.
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8. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Los resultados mostraron que la formulacion FRCF no ofrece un adecuado control a la
transpiracion; esta propiedad marca un aspecto fundamental del desempefio de un producto.
Con el objeto de impermeabilizar gradualmente la pelicula formada sobre la piel de los
frutos, se podria optimizar en un estudio posterior, la incorporacion de una cantidad mayor
de aceite vegetal, en contraste con una diminucion de la cantidad pectina, con lo que se
esperaria una compensacion sobre el aumento en la viscosidad producida por el aceite

vegetal.

Los valores que presentaron los metabolitos se establecieron por estandarizacion interna, lo
que puede alejar a la mayoria de las sustancias de una adecuada precision. Ademas no se
establecio si la aparicion de marcadores de anaerobiosis posee relevancia organoléptica. Por
ello, se requieren estudios de correlacion entre las propiedades organolépticas (gustativas y

olfativas) y los valores analiticos de los marcadores de estrés identificados.

En relacidon al uso de la metabolémica en el estudio de recubrimientos, sera recomendable
aumentar el &mbito de su aplicabilidad para la busqueda de marcadores relacionados con

otros factores de calidad nutricional (nutrabdlica) y funcional.
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Anexo 1.
Perfiles cromatograficos de aceites esenciales hidrodestilados a partir de residuos de extraccién de zumos,
columna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm de diametro, espesor de la pelicula 0.25 um, J&W Scientific,

Fase mdvil: Helio 1 ml/min, flujo constante

Horno: 40°C por 1 min.

40-200°C a 12°C/min
200-250°C a 12°C/min

Inyector: split, 280°C
Detector: MSD, modo SCAN
Muestra: 1 ul (30% en cloroformo)

° .
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Anexo 2.
Perfiles cromatograficos de volatiles de zumos, N. Valencia y m. Clementina extraidos mediante
microextraccion en fase solida, columna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm de didmetro, espesor de la pelicula
0.25 um, J&W Scientific, EE.UU.).

Fase mdvil: Helio 1 ml/min, flujo constante Inyector: split, 280°C
Horno: 40°C por 1 min. Detector: MSD, modo SCAN
40-200°C a 12°C/min Muestra: 1 pl (30% en cloroformo)

200-250°C a 12°C/min
250°C por 1 min
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Anexo 3.
Target compound para el analisis de perfiles de acidos grasos en zumos de citricos

pl Target compound Designacion  base CAS-No. IRR ZB

m/z* 5MSi
1  Acido butanoico, metilester (Butirico) C4:0 74 623-42-7 728
2 Acido hexanoico, metilester (Caproico) C6:0 74 106-70-7 927
3 Acido octanoico, metilester (Caprilico) C8:0 74 111-11-5 1126
4 Acido decanoico, metilester (Caprico) C10:0 74 110-42-9 1325
5  Acido undecanoico, metilester C11:0 74 1731-86-8 1424
6  Acido dodecanoico, metilester (Laurico) C12:0 74 111-82-0 1524
7  Acido tridecanoico, metilester C13:0 74 1731-88-0 1624
8  Acido miristoleico, metilester Cl4:1 55 56219-06-8 1712
9  Acido miristico, metilester C14:0 74 124-10-7 1724
10  Acido cis-10-pentadecenoico, metilester C15:1 55 90176-52-6 1812
11  Pentadecanoic acid, methyl ester C15:0 74 7132-64-1 1824
12 NN1 isémero Cl6:1 55 - 1898.8
13 Acido palmitoleico, metilester C16:1n7 55 1120-25-8 1903
14 Acido palmitico, metilester C16:0 74 112-39-0 1922
15 Acido cis-10-heptadecenoico, metilester C17:1 55 75190-82-8 2003
16  Acido heptadecanoico, metilester (Margarico) C17:.0 74 1731-92-6 2022
17  Acido y-linolenico, metilester C18:3n6 79 16326-32-2 2075
18  Acido linolelaidico, metilester C18.2n6t 67 2566-97-4 2092
19  Acido cis-9 oleico, metilester C18:1n9c 55 112-62-9 2098
20 Acido (92,127,15Z)-octadecatrienoico, metilester (a-Linolénico) C18:3n3 79 301-00-8 2099
21  Acido linoleico, metilester C18:2n6¢ 67 112-63-0 2101
22 Acido trans-9-elaidico, metilester C18:1n9t 55 1937-62-8 2105
23 Acido estearico, metilester C18:0 74 112-61-8 2122
24 Acido cis-5,8,11,14,17-heicosapentaenoico, metilester C20:5n3 79 2734-47-6 2264
25  Acido cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico, metilester (Araquidonico) C20:4n6 79 2566-89-4 2270
26  Acido cis-8,11,14-eicosatrienoico, metilester C20:3n6 79 21061-10-9 2280.7
27 Acido cis-11,14-eicosadienoico, metilester C20:2 67 2463-02 7 2295
28  Acido cis-11-eicosenoico, metilester C20:1 55 2390-09 2 2299.6
29 Acido cis-11,14,17-eicosatrienoico,metilester C20:3n3 79 55682-88-7 2300.9
30 Acido araquidico, metilester C20:0 74 1120-28-1 2330
31 Acido heneicosanoico, metilester C21:0 74 6064-90-0 2429
32 Acido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico, metilester C22:6n3 79 2566-90-7 2452.6
33  Acido cis-13,16-docosadienoico, metilester C22:2 67 21012-47-3 2497.7
34 Acido cis-13-docosenoico, metilester (Erucico) C22:1n9 55 1120-34-9 2502
35 Acido behenico, metilester C22:0 74 929-77-1 2529
36  Acido tricosanoico, metilester C23:.0 74 2433-97-8 2630
37 Acido nervonico, metilester C24:1 55 2733-88-2 2705.7
38  Acido lignocerico, metilester C24:.0 74 2424-49-1 2732.4
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Anexo 4.

Disefio experimental factorial (2%): 16 corridos experimentales x 1 repeticién: 32 corridos, para la seleccion de
formulacion hidrocoloidal de componentes basicos.

Corrido Bloque Pectina (g)* Sorbitol () Cera(g) Aceite Esencial (1%)° Respuesta
1 1 4,0 1,8 1,6 1,0
2 1 2,0 0,9 0,8 -1,0
3 1 2,0 1,8 1,6 -1,0
4 1 2,0 1,8 0,8 -1,0
5 1 4,0 1,8 0,8 -1,0
6 1 4,0 0,9 1,6 -1,0
7 1 4,0 0,9 0,8 -1,0
8 1 4,0 0,9 1,6 1,0
9 1 4,0 1,8 0,8 1,0
10 1 4,0 1,8 1,6 -1,0
11 1 2,0 0,9 1,6 -1,0
12 1 4,0 0,9 0,8 1,0
13 1 2,0 0,9 1,6 1,0
14 1 2,0 0,9 0,8 1,0
15 1 2,0 1,8 1,6 1,0
16 1 2,0 1,8 0,8 1,0
17 2 2,0 1,8 1,6 -1,0
18 2 4,0 1,8 1,6 -1,0
19 2 2,0 1,8 0,8 -1,0
20 2 4,0 0,9 1,6 -1,0
21 2 2,0 1,8 1,6 1,0
22 2 2,0 1,8 0,8 1,0
23 2 2,0 0,9 0,8 -1,0
24 2 4,0 0,9 0,8 1,0
25 2 2,0 0,9 0,8 1,0
26 2 4,0 0,9 1,6 1,0
27 2 2,0 0,9 1,6 1,0
28 2 2,0 0,9 1,6 -1,0
29 2 4,0 1,8 1,6 1,0
30 2 4,0 0,9 0,8 -1,0
31 2 4,0 1,8 0,8 1,0
32 2 4,0 1,8 0,8 -1,0

! Cantidades en gramos para preparar 100 gramos de formula.
2El peso del aceite esencial a utilizar depende de su densidad.
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Tabla 1, anexo 4. Composicion de mezcla de volatiles utilizado en el ensayo de formulacion de partida y
monitoreados en peliculas comestibles mediante GC/MSD.

Componente Nombre % FV?
1 n-Octanal 11
2 Limoneno 11
3 trans-Ocimeno 11
4 gama-Terpineno 11
5 Terpinoleno 11
6 beta-Linalool 11
7 alfa-Terpineol 11
8 Carvacrol 11
9 Metil-N-metilantranilato 11

! Jon base para adquisicion de sefiales y cuantificacién SIM.
2 Porcentaje de cada componente en la fraccion volatil de referencia utilizada para el ensayo de
formulacion.

Condiciones de andlisis en modo SIM de volatiles incorporados en las formulaciones.

Fase movil: Helio 1 ml/min, flujo constante Inyector: splitless, 280°C
Horno: 40°C por 1 min. Detector: MSD, modo SIM
40-200°C a 12°C/min Muestra: 1 pl (total disuelto en metanol)
200-250°C a 12°C/min
250°C por 1 min Adquisicion de masas: Temperatura de la fuente:
230°C

Temperatura del cuadrupolo: 150°C
Ganancia: Gain factor 2
Grupos de iones: ver tabla 2, anexo 4.

Niveles de cuantificacion de volatiles

Cada compuesto se adquirié cuantitativamente, para conocer su concentracion se prepararon lineas de
calibracion con cuatro niveles de concentracion para cada analito (0,5 ppm; 1 ppm; 3 ppm; 5 ppm), cada nivel
cuantitativo se adquirié tres veces y a su vez cada linea de calibracion se construyo mediante tres replicas. Se
efectuaron pruebas de factores de respuesta para evaluar la linealidad, donde el maximo coeficiente de
variacion (%CV) fue de 1,96. Se aceptaron lineas de calibracion un minimo r: 99,953.

Tabla 2, anexo 4. Caracteristicas de adquisicion de grupos de iones en modo SIM.

Sefial  IRR' Nombre lon base® Dwel time  Correlacion Linealidad

+0,1 uma (msec) r (CV < 5%)
1 999  n-Octanal 43 50 99,996 1,56
2 1029 Limoneno 68 50 99,999 1,47
3 1050 trans-Ocimeno 93 50 99,999 1,32
4 1060 gama-Terpineno 93 50 99,999 1,91
5 1090  Terpinoleno 93 50 99,983 1,39
6 1096 beta-Linalool 71 50 99,999 1,22
7 1100 ISTDC11 57 50 99,987 1,54
8 1188  alfa-Terpineol 59 50 99,994 1,96
9 1298  Carvacrol 135 50 99,978 1,09
10 1336  Metil-N-metilantranilato 105 50 99,953 1,88

Y Indice de retencion relativa en columna HP5 MS (30 m, 0,25 mm de didmetro, espesor de la pelicula 0.25 um, J&W
Scientific, EE.UU.).
2 Jon base para cuantificacién con rango de adquisicién de masas de 0,1 unidades de masa (uma).
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Anexo 5.
Fijacion fotografica del aspecto macroscépico de algunas formulaciones con componentes basicos, segln
disefio experimental anexo 4.

Figura 1, anexo 5. Aspecto macroscdpico de corridos experimentales formadores de pelicula.

C8 C26 C9 C31

gl —

! Formulacion seca. 2 Formulacién himeda.

Figura 2, anexo 5. Apariencia de frutos de naranja Valencia recubiertos con formulacion corrido C9.

Sin recubrir Recubierta con C9B1 seca

203



AnNexo 6.

Formulacion de un recubrimiento comestible para frutas citricas,
Estudio de su impacto mediante aproximacion metabolémica y evaluacion de la calidad poscosecha.

Tabla 1, anexo 6. Cuantificacion de componentes volatiles de referencia en peliculas de recubrimiento secas, segln plan experimental anexo 4.

Componentes
n-Octanal
Limoneno
trans-Ocimeno
gama-Terpineno
Terpinoleno
beta-Linalool
alfa-Terpineol
Carvacrol

Metil-N-metilantranilato

Contenido de componentes volitiles en la pelicula seca (ng/100 g)

C1
ND
28,28
39,91
11,81
11,01
ND
ND
52,80

50,84

C29
ND
21,75
36,59
17,18
9,91
ND
ND
50,28

48,01

C8
ND
30,46
54,32
37,57
31,93
ND
ND
55,31

64,96

C26
ND
28,28
52,11
42,94
30,83
ND
ND
57,83

67,78

C9
ND
53,30
58,76
41,87
39,64
ND
51,71
62,86

70,61

C31
ND
51,12
62,09
42,94
41,84
ND
54,06
61,60

69,20
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Pares de replicas

C12

ND

4

C24

ND

C13

ND

29,37 31,54 9,79

ND

ND

ND

33,28 31,13 9,66

8,81
ND

ND

6,61
ND

ND

4,40
ND

ND

23,89 25,14 ND

ND

ND

ND

ca27
ND
7,61
ND
10,74
5,51
ND
ND
ND

ND

C14
ND
29,37
51,00
47,24
37,44
ND
ND
ND

ND

C25
ND
31,54
52,11
46,16
36,34
ND
ND
ND

ND

C15
ND
42,42
63,19
56,90
47,35
ND
ND
ND

ND

c21
ND
40,24
59,87
55,82
44,05
ND
ND
ND

ND

C16
ND
7,61
15,52
12,88
44,05
ND
ND
ND

ND

Cc22
ND
10,88
12,20
16,10
41,84
ND
ND
ND
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Anexo 7.
Tabla 1, anexo 7. Incorporacidn de goma tragacanto y aceites comestibles comerciales AO y AP.

Corrido Pectina Sorbitol  Cera Aceite Goma AO Respuesta
(9/100 mL) (9) (9) Esencial (1%6) tragacanto
1 4,0 18 0,8 1,0 2,0 2,0
2 4,0 18 0,8 1,0 1,0 2,0
3 4,0 18 0,8 1,0 1,0 1,0
4 4,0 18 0,8 1,0 2,0 1,0
5 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0
6 4,0 1,8 0,8 1,0 2,0 1,0
7 4,0 1,8 0,8 1,0 2,0 2,0
8 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 2,0
Corrido Pectina Sorbitol  Cera Aceite Goma AP Respuesta
(9/100 mL) (9) (9) Esencial (1%) tragacanto
9 4,0 18 0,8 1,0 2,0 2,0
10 4,0 18 0,8 1,0 1,0 2,0
11 4,0 18 0,8 1,0 1,0 1,0
12 4,0 18 0,8 1,0 2,0 1,0
13 4,0 18 0,8 1,0 1,0 1,0
14 4,0 18 0,8 1,0 2,0 1,0
15 4,0 1,8 0,8 1,0 2,0 2,0
16 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 2,0
Tabla 2 anexo 7. Plan experimental para el mejoramiento de la fluidez con los nuevos elementos en la
formulacion.
Corrido Pectina Sorbitol Cera Aceite Goma AO Respuesta
(9/100 mL) (9) (9) esencial 1% tragacanto
1 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0
2 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0
3 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 0,5
4 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 0,5
5 4,0 1,8 0,8 1,0 0,5 0,5
6 4,0 1,8 0,8 1,0 0,5 0,5
Corrido Pectina Sorbitol Cera Aceite Goma AO Respuesta
(9/100 mL) (9) (9) esencial 1% tragacanto
7 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 2,0
8 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 2,0
9 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0
10 4,0 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0
11 4,0 1,8 0,8 1,0 0,5 1,0
12 4,0 1,8 0,8 1,0 0,5 1,0
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Anexo 8.
Tabla 1, anexo 8. Plan experimental para la incorporacion de pectina citrica y pectinas modificadas.
Corrido Pectina Sorbito Cera Aceite Goma AO Respuesta
(9/100 gr) 1(g) ()  Esencial (1%) tragacanto

1 4,0GISB I 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

2 4,0GISB | 18 0,8 1,0 1,0 1,0

3 4,0 GISB 11 18 0,8 1,0 1,0 1,0

4 40GISB I 18 0,8 1,0 1,0 1,0

5 4,0 Rapida USP? 18 0,8 1,0 1,0 1,0

6 4,0 Rapida USP 18 0,8 1,0 1,0 1,0

7 4,0 Sigma* 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

8 4,0 Sigma 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

9 4,0 Sigma® 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

10 4,0 Sigma 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

11 4,0 Sigma® 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

12 4,0 Sigma 1,8 0,8 1,0 1,0 1,0

Figura 1, anexo 8. Aspecto macroscopico de peliculas secas sobre vidrio

2(3y4) 3(5y6)

4(7y8) 5(9y10) 6 (11y12)

*1(1y2), pectina 1 (corridos 1y 2).

! Extraida mediante metodologia Capitulo 1, pH 1

2 Extraida mediante metodologia Capitulo 1, pH 4

® pectina rapida grado alimentos USP. Adquirida en Bellchem Medellin-Col.

* Pectin from citrus fruits. Sigma P9135-Batch 079K0042

> Pectin esterified, from citrus fruit. Sigma P9561-Batch 018K 1650

® Pectin, esterified potassium salt, from citrus fruit. Sigma P9436-Batch 069K0976
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Figura 2, anexo 8. Detalles de defectos mayores en peliculas de recubrimientos, fotografias
estereoscopicas.

.1

Figura 3, anexo 8. Aspecto de recubrimientos aplicados sobre frutos

3(5y6) 4(7y8)

5(9y 10)
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