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Resumen

El cultivo de banano es susceptible a enfermedades fungicas durante el transporte y
almacenamiento. Para abordar este problema, se propuso desarrollar un biorecubrimiento
antifangico para el banano postcosecha. La propuesta se basé en una revision bibliogréfica para
seleccionar materiales de recubrimiento y especies vegetales con metabolitos antifungicos. Se
obtuvieron los extractos mediante métodos de maceracion y molienda; evaluandolos in vitro contra
los patdgenos Lasiodiplodia theobromae y Colletotrichum musae que afectan al cultivo de banano.
El extracto de Sapindus saponaria a 10 mg mL™ destacé por reducir significativamente el
crecimiento de Colletotrichum musae. Posteriormente, se desarrollaron dos biorecubrimiento:
goma aradbiga (GA/GE/SS*) y quitosano (CH/GE/SS*). De ambos, la pelicula CH/GE/SS* mostro
mejores propiedades fisicas con un contenido de humedad del 12.02 + 0.08%, una solubilidad en
agua del 45.49 + 0.52% y una permeabilidad al vapor de 1.37 + 0.11 g-mm/m?-h-kPa. En
evaluacion la in vivo, CH/GE/SS* destaco al reducir significativamente la pérdida de peso 0.56 +
0.09%, la incidencia de enfermedades 34.63 £ 6.72% y el indice de maceracién 16.09 + 3.14% en
comparacion con el control negativo. Estos resultados respaldan el uso del biorecubrimiento
CH/GE/SS* como alternativa eco-amigable para el control de la antracnosis en el banano.

Palabras clave: Biorecubrimiento, antifangico, inhibicion, postcosecha.
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Abstract

The banana crop is susceptible to fungal diseases during transport and storage. To address this
problem, it was proposed to develop an antifungal biocoating for postharvest banana. The proposal
was based on a literature review to select coating materials and plant species with antifungal
metabolites. Extracts were obtained by maceration and milling methods; evaluating them in vitro
against the pathogens Lasiodiplodia theobromae and Colletotrichum musae that affect the banana
crop. Sapindus saponaria extract at 10 mg mL™ was found to significantly reduce the growth of
Colletotrichum musae. Subsequently, two biocoatings were developed: gum arabic (GA/GE/SS*)
and chitosan (CH/GE/SS*). Of the two, the CH/GE/SS* film showed better physical properties
with a moisture content of 12.02 + 0.08%, a water solubility of 45.49 + 0.52% and a vapor
permeability of 1.37 £ 0.11 g-mm/m2-h-kPa. In in vivo evaluation, CH/GE/SS* stood out by
significantly reducing weight loss 0.56 + 0.09%, disease incidence 34.63 + 6.72% and maceration
index 16.09 + 3.14% compared to the negative control. These results support the use of
CH/GE/SS* biocoating as an eco-friendly alternative for the control of anthracnose in banana.

Keywords: Biorecoating, antifungal, inhibition, postharvest.
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1. Introduccién

El banano es una de las frutas mas populares en todo el mundo, por su valor nutricional y
bajo costo (Li et al., 2019). Ecuador uno de los principales exportadores a nivel mundial, con una
produccién de 6.6 millones de toneladas anuales en una superficie de 0.16 millones de hectareas
(FAOSTAT, 2021). El banano tiene gran importancia socioeconomica para el pais, representando
el 2% del PIB general y el 35% del PIB agricola (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2021).

El banano es susceptible a diversas enfermedades que provocan perdidas masivas durante el
transporte y almacenamiento (Kulkarni et al., 2022). Una de las enfermedades mas criticas es la
pudricién de la corona, causada principalmente por los hongos Lasiodiplodia theobromae,
Fusarium oxysporum y Colletotrichum musae (Murmu & Mishra, 2018). En la agricultura
convencional, la fruta se rocia constantemente con fungicidas antes de la cosecha para prevenir
la descomposicion, pero siempre es necesario un tratamiento postcosecha (Matrose et al., 2021).

En respuesta a los desafios postcosecha, se han explorado alternativas eco-amigables en los
altimos afos. Estrategias como la conservacion en frio y el uso de atmdsferas controladas han
mostrado limitaciones en términos de viabilidad econdmica (A. Islam et al., 2022). En este
contexto, los recubrimientos comestibles con compuestos naturales se presentan como una

alternativa sostenible para conservar la calidad del banano.

1.1 Descripcion del problema

Las pérdidas econdmicas causadas por la presencia de hongos en bananos frescos a lo largo
de la cadena de suministro se estiman en un rango del 20% al 25% (Dadrasnia et al., 2020;
Yagual et al., 2023). Segun datos del (Banco Central del Ecuador, 2023), se reporta una

disminucién en las exportaciones de USD 1.055,4 millones durante el primer semestre a USD 934,7

-18 -



millones durante el segundo semestre. La contraccion del 11.4% se atribuye a factores estacionales,
asi como la maduracion prematura del producto y a un exceso de lluvias (ACORBANEC, 2023).

La pudricion de la corona es una enfermedad postcosecha grave del banano, que limita
drasticamente la comercializacion nacional y exportacion al reducir significativamente la vida
atil de la fruta (Murmu & Mishra, 2018). La infeccion se manifiesta como necrosis en la
superficie cortada que une los dedos de banano durante el transporte a largas distancias (Kulkarni
et al., 2022). Los sintomas de ablandamiento y ennegrecimiento de la corona son visibles
después de 7 dias (Tian et al., 2022).

En la actualidad, las empresas bananeras controlan las enfermedades fungicas mediante
tratamientos de que incluye la desinfeccion de los racimos, seguida de la aplicacién de un
fungicida como el tiabendazol o el imazalil en la corona de los gajos (Murmu & Mishra, 2018).
Sin embargo, los residuos de plaguicidas en los alimentos representan una preocupacion para la
salud publica, dado que su inadecuado manejo ha sido vinculado a graves intoxicaciones

cronicas (Zambrano-Ganchozo, 2022).

1.2 Justificacion del problema

El uso de plaguicidas para el control de las enfermedades fangicas representa una preocupacion
en la inocuidad alimentaria. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporta anualmente tres
millones de casos de intoxicacion aguda vinculados al uso de plaguicidas, con informes de
80.000 y 220.000 casos de mortalidad (Yagual et al., 2023). Ademas de los riesgos para la salud
publica, el uso extensivo de plaguicidas como el tiabendazol conlleva impactos ambientales
significativos (Bijlsma et al., 2021).

Un enfoque novedoso para preservar la calidad del banano, sin recurrir a quimicos

sintéticos, radica en el desarrollo de recubrimientos comestibles con compuestos naturales (La et
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al., 2021). Los recubrimientos comestibles crean una atmdsfera modificada alrededor de la fruta
mediante una barrera semipermeable contra el movimiento del Oz y CO; (Sahraee et al., 2019).
La adicidn de extractos vegetales aporta bioactivos con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas (Ncama et al., 2018).

El extracto de Sapindus saponaria y el extracto Azadirachta indica han mostrado una
prometedora actividad antifungica contra los hongos del cultivo del banano (S. Kumar et al.,
2022; Marinho et al., 2018). En la actualidad, no hay reportes en la literatura sobre
recubrimientos que integren estos extractos naturales, por lo que el desarrollo de un
biorecubrimiento antifungico podria representar un paso significativo hacia la reduccién de la
dependencia de sustancias quimicas en los tratamientos postcosecha del banano. Este enfoque

busca contribuir a practicas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar un biorecubrimiento para el banano postcosecha mediante la integracion de

extracto vegetal con potencial antifingico
1.3.2 Objetivos especificos

1. Analizar la actividad antifangica in vitro de extractos naturales contra patdgenos del
cultivo de banano

2. Evaluar diferentes matrices de biorecubrimiento mediante el anélisis de las propiedades
fisicas de su pelicula

3. Determinar el efecto del biorecubrimiento in vivo en las propiedades fisicas relacionadas

con la calidad del banano

-20-



1.4 Marco teorico
1.4.1 Banano

El banano es una fruta tropical que proviene de la planta herbacea Musa acuminata,
perteneciente a la familia Musaceae.(Chavez-Salazar et al., 2017). Se presenta en racimos de
bayas alargadas con cascaras de diversos colores (Dadrasnia et al., 2020). EIl banano es una rica
fuente de fitonutrientes importantes, compuestos fenolicos, incluyendo vitaminas B6, C y A.
Existen mas de 1000 tipos de bananos cultivados a nivel mundial, siendo el grupo Cavendish el
mas cultivado (FAO, 2023).

Los hongos fitopatdgenos son los agentes causales de la mayoria de las enfermedades del
banano. Estos hongos pueden infectar los tejidos de la raiz, las hojas y los racimos, causando
sintomas como la necrosis, la marchitez y la pudricion (Dadrasnia et al., 2020).

Entre los principales patdgenos se encuentran:

= Colletotrichum musae = Ceratocystis paradoxa
= Lasiodiplodia theobromae = Nigrospora sphaerica
= Fusarium oxysporum = Cladosporium spp.

= Fusarium verticillioides = Acremonium spp.

= Fusarium sporotrichoides = Penicillium spp.

= Musicillium theobromae

1.4.2 Sapindus saponaria
El Sapindus saponaria o "arbol del jabdn" pertenece a la familia Sapindaceae (Rodrigues
et al., 2018). Originario de América, este arbol destaca por sus frutos, ampliamente reconocidos

como una fuente abundante de saponinas (Gasca et al., 2020). Estos compuestos organicos

exhiben propiedades detergentes y espumantes, en su estructura tienen ndcleos pentaciclicos del
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tipo oleanano con cadenas de azucares unidas al carbono C-3 como se observa en la Figura 1.1
(Y. Xu et al., 2021). La literatura reporta actividad antifangica importante por la presencia de los

nucleos esteroideos/triterpénicos glicosilados (Grisi et al., 2015).

Figura 1.1

Molécula de saponina de Sapindus saponaria

OH OH
R, 0 0

) @)
0 HO HO

)\ CH OH
OF “CH;

Saponina: 3-O-(4-acetil-B-D-xilopiranosil)-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-
arabinopiranosil-hederagenina

En la Figura 1.2 se presentan los detalles morfoldgicos del arbol de Sapindus saponaria,
capaz alcanzar alturas de 12 a 25 metros. La corteza presenta finas fisuras con tonalidades que
van desde el amarillo oscuro al palido (Singh & Sharma, 2019). Las hojas constan de 5 a 10
pares de foliolos. Las flores de color blanco verdoso tienen un didmetro de 5 mm (Rodriguez et

al., 2018). Las frutas se caracterizan por su estructura de drupa, que consiste en un pericarpio
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carnoso que rodea una unica semilla. Estas drupas son globosas, con dimensiones entre 1.8-2.5

cm de ancho (Singh & Sharma, 2019).

Figura 1.2

Detalle morfoldgico de Sapindus saponaria

Nota. (A) Hojas en verano. (B) Hojas en otofio. (C) Raquis de hoja. (D) Corteza tipica del arbol
viejo. (E) Floresy hojas. (F) Flores con pétalos. (G) Frutos verdes. (H) Frutos maduros. (1)
Semillas. Tomado de (McNair & Andresen, 2020).

La Tabla 1.1 proporciona una perspectiva detallada de los usos tradicionales de Sapindus

saponaria, destacando distintas partes de la planta y los métodos de extraccion empleados. Estos
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métodos han sido fundamentales para obtener compuestos bioactivos con aplicaciones

significativas.

Tabla 1.1

Usos tradicionales de Sapindus saponaria

Parte planta Metodo de extraccion Actividad Referencias
Pericarpioy  Sistema Soxhlet con 600 mL Tensioactivo  (Saxena et al., 2018)
semillas de éter de petrdleo.

Pericarpio Maceracion en agua Millipore
durante 24 h.

Pericarpio ~ Maceracion en etanol 1:6 (p/v).

Hojas Maceracion en 30 mL de
solucion de etanol 1:3 (p/v)
durante 7 dias.

Detergente
doméstico

Bioplaguicida

Bioplaguicida

(Pradhan &
Bhattacharyya, 2017)

(Gasca et al., 2020)

(Marinho et al., 2018)

La Tabla 1.2 proporciona una visién detallada de los constituyentes clave presentes en

Sapindus saponaria. Este analisis revela la riqueza quimica de la especie, crucial para

comprender su potencial aplicacién en areas de investigacion y desarrollo.

Tabla 1.2

Principales constituyentes quimicos de Sapindus saponaria

Parte planta Extracto Constituyentes quimicos

Referencias

Semillas - 3-O-{4-acetyl-p-D-
xylopyranosyl-(1-3)-a-L-

rhamnopyranosyl-(1-2)-a-L-

(Gupta and
Ahamad, 1990)

arabnopyranosyl}-hederagenin;3-
O-{a-L-arabinopyranosyl-(1-3)-a-

L-rhamnopyranosyl-(1-2)-a-L-

arabnopyranosyl}-hederagenin;3-
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Pericarpio Extracto 3-B-O-[a-L-rhamnopyranosyl- (Ribeiro et al.,

etanolico (1— 3)-p-D-glycopyranosyl} 1995)
Hojas Extracto 3-(1,2-dimethyl-5-oxabicyclo (Grisi et al., 2015)
etandlico [2.1.1] hexan-2-yl) but-2-enoic
Partes aéreas Extracto estigmasterol, acido oleandlico, (Rashed et al.,
hidrometanolico  luteolina, luteolina 8---glucdsido 2013)

(orientina), luteolina 6--B8--
glucoésido (isoorientina),

La informacidn presentada en la Tabla 1.3 destaca la actividad antifingica de Sapindus
saponaria. Esta informacién permite comprender la efectividad de la planta contra diferentes
patdgenos fungicos. Los datos de inhibicidn proporcionan una vision general sobre como

Sapindus saponaria podria ser aprovechada para desarrollar agentes antifingicos

Tabla 1.3

Actividad antifingica de Sapindus saponaria

Parte planta Método Actividad Método analisis Referencias
extraccion
Pericarpio Maceracion en Inhibicién de 14,18 Difusién en (Gasca et
etanol 1:6 (p/v) +1,44* mmcontra  disco de Kirby-  al., 2020)
C. musae. Bauer
Hoja Maceracion en 30 80% inhibicion Medio inhibido  (Marinho et
mL etanol:agua contra C. al., 2018)

(1:3) por 7 dias gloeosporioides

Pericarpio Mezcla de Inhibicién completa Alimentos (Porsche et
pericarpio en contra Venturia envenenados al., 2017)
polvo en 100 mL  inaequalis y Botrytis
de agua cinérea
Pericarpio Molido en Fuerte actividad Microdilucion  (Tsuzuki et
etanol:agua (9:1) contra Candida en caldo al., 2007)
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tropicalis y Candida
parapsilosis

1.4.3 Azadirachta indica

La Azadirachta indica o "arbol de neem" pertenece a la familia de la caoba Meliaceae (S.
Kumar et al., 2022). El arbol es originario de la India y es reconocido a nivel mundial por la
produccidn de su aceite esencial (Islas et al., 2020). Las semillas y hojas poseen numerosos
componentes bioactivos como azadirona, azadiractina, limonoide, en la Figura 1.3 se muestra su
estructura molecular (Gupta et al., 2017). Los fitoconstituyentes han demostrado poseer una gran

cantidad de actividades bioldgicas y farmacoldgicas (S. M. Patel et al., 2016).

Figura 1.3

Estructura molecular de los fitoquimicos comunes del neem
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En la Figura 1.4 se presentan los detalles morfologicos del arbol de Azadirachta indica,
capaz de alcanzar alturas de 15 a 20 metros (W. Islam et al., 2019). La corteza del arbol presenta
un caracteristico tono marréon con fisuras verticales (S. M. Patel et al., 2016). Las hojas pueden

extenderse hasta 30 cm de largo. Cada hoja se compone de 10 a 12 foliolos dentados, que miden
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aproximadamente 7 cm de largo por 2.5 cm de ancho (Saleh Al-Hashemi & Hossain, 2016). La

fruta varia de forma ovalada a redonda (Ghosh et al., 2016).

Figura 1.4

Detalle morfoldgico de Azadirachta indica

Nota. (A) Arbol entero. (B) Hojas. (C) Flores. (D) Frutos. Tomado de (Patel et al., 2016)

La Tabla 1.4 presenta una sintesis de los usos tradicionales de Azadirachta indica,
abordando distintas partes de la planta y sus métodos de extraccién. Este conocimiento permite
contextualizar la relevancia de la especie en la medicina tradicional, brindando una visién

general de su potencial utilidad en la salud y el bienestar humanos.

Tabla 1.4

Uso tradicional de Azadirachta indica.

Parte planta Meétodo de extraccion Actividad Referencias
Hojas Extraccion manual con agua Estimular el apetito  (Saleh Al-Hashemi &
y combatir gusanos Hossain, 2016)
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Semillas Prensado en frio Pesticida (Sujarwo et al., 2016)

Semillas Maceracion de semillas Insecticida (Boursier et al., 2011)
Hojas y Masticar directamente Cuidado dental (Sujarwo et al., 2016)
semillas

La Tabla 1.5 proporciona una vision general de los constituyentes clave de Azadirachta
indica. Esta informacion es crucial para comprender las propiedades y potenciales aplicaciones
de A indica, ya que los constituyentes quimicos desempefian un papel fundamental en sus

propiedades medicinales, biologicas y quimicas.

Tabla 15

Principales constituyentes quimicos de Azadirachta indica

Parte planta  Extracto Constituyentes quimicos Referencias
Semillas y Aceite Acido benzoico, 4cido t-cinamico, 3-OH- (Cesaetal.,
hojas 4-MeO-benzaldehido y naringenina. 2019)

Hojas Extracto (2E)-3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-
crudo de ol, metil petroselinato, fitol, metil
hexano isoheptadecanoato,
hexadecametilciclooctasiloxano, palmitato  (Hossain et al.,
de butilo, 2,6,10,14-tetrametilheptadecano, 2013)

nonadecano, isobutil estearato, acido

Hojas Extracto (Z,E)-a-farneseno, gamma-elemeno, 2E-
crudo de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol, (Hossain et al.,
metanol hexahidrofarnesil acetona, metil 14- 2013)

metilpentadecanoato, &cido 9,12,15-

La Tabla 1.6 da una buena idea de como Azadirachta indica muestra actividad
antifangica. Esto es importante porque nos ayuda a entender como la especie podria ser Gtil para

combatir infecciones por hongos.
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Tabla 1.6

Actividad antifingica de Azadirachta indica

Parte planta Metodo Actividad Metodo analisis  Referencias
extraccion
Hojas Maceracion en  Inhibicion completa ~ Difusion en Agar  (Islam et al.,
agua destilada contra S. commune 2009)
y ebullicion
Hojas Molido en 100 57.06% inhibicién Intoxicacion (Adeniyi et
mL de agua contra L. theobromae alimentaria al., 2015)
destilada
Hojas Macerar en 25 Reduccion del Alimentos (Sahietal.,
mL de agua crecimiento micelial envenenados 2012)
contra B. theobromae
Hojas y Molido y Distorsion del patrén ~ Dilucion in vitro  (Natarajan
semillas suspension en  de crecimiento de T. en tubo et al., 2003)
éter de mentagrophytes, T.
petroleo rubrum, y M. nanum

1.4.4 Recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles son peliculas finas que se aplican en la superficie de los
alimentos para extender su vida til. Los recubrimientos estan formados por una matriz de
polimeros, que puede ser hidrofobica o hidrofilica, 0 una combinacion de ambas (de Oliveira et
al., 2021). Los polimeros hidrofébicos actian como barrera contra la humedad y al oxigeno,

mientras que los hidrofilicos ofrecen proteccion contra microorganismos (Panwar et al., 2023).

1.4.4.1 Quitosano. Es un biopolimero catiénico derivado de la desacetilacion de la
quitina,(Grande-Tovar et al., 2018). Se compone principalmente de unidades distribuidas

aleatoriamente de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina unidas por enlaces glicosidicos 3-
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(1-4) (Wang et al., 2020). Debido a sus propiedades bioldgicas y fisicoquimicas, el quitosano

encuentra numerosas aplicaciones industriales y biomedicas (Priyadarshi & Rhim, 2020).

Figura 1.5

Estructura molecular del quitosano (poli(2-amino-2-deoxi-D-glucosa))

OH

CH,

La Tabla 1.7 muestra informacidn sobre recubrimientos a base de quitosano con
propiedades antiflngicas y beneficios adicionales. Esta informacion permite conocer sus

aplicaciones potenciales en la conservacion de productos agricolas.

Tabla 1.7

Recubrimientos a base de quitosano reportados en la literatura

Principio Concentracién Métodos Resultados Referencias
activo
- 4% CH, 2% AA, Agitar a 400 Actividad antifangica (Arceo-
30% (p/v) rpm por 24 h. contra especies Martinez et
glicerol pHab5.5 Colletotrichum, F. al., 2018)
oxysporum
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Extractode 2% CH, 1% AA,  Agitar por 30 Excelente actividad  (Zhang et al.,
cascara de 30% (p/v) miny antioxidante y mayor 2020)
platano (BPE)  glicerol y 4%, desgasificar firmeza
8%, 12% BPE

Aceite de 1% CH, 400 Agitar por 1 h Inhibicion completa  (Shah et al.,
tomillo (AT) uLL-1 AT contra C. 2021)
gloeosporioides

Nota. CH: quitosano. AA: acido aceético.

1.4.4.2 Goma arabiga. Es un polisacarido natural obtenido de exudados de arboles de
acacia, compuesto por galactosa, ramnosa, acido glucurdnico y residuos de proteinas (Al-
Baadani et al., 2021). La goma arabiga tiene un peso molecular alto y una estructura ramificada
Figura 1.6. El esqueleto principal esta compuesto por unidades de -D-galactopiranosil unidas
por enlaces glicosidicos B-(1—3) (de Almeida et al., 2022). La goma arabiga tiene aplicaciones

en varias industrias debido a sus propiedades emulsificantes (Hu et al., 2019).

Figura 1.6

Estructura quimica de la goma arabiga
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La Tabla 1.8 proporciona informacidn sobre recubrimientos a base de goma arabiga y sus

beneficios. Este tipo de recubrimientos podria ser util para conservar por mas tiempo productos

agricolas al prevenir la pérdida de nutrientes y caracteristicas como el color y la firmeza.

Tabla 1.8

Recubrimientos a base de goma arabiga reportados en la literatura

Principio Concentracién Meétodos Resultados Referencias
activo
Cloruro de 10% GA, 3% Agitar por 30 Inhibié pérdida de (Khaliqg et
calcio CaCl; min. Ajustar  contenido fendlico total  al., 2016)
pHab5.6 y &cido ascérbico
Aceite 0,5,10% GA Calentar a Conservo el color, (Etemadipo
esencialde  0,1,2% CEO 1% 40°C por 1h.  firmeza, contenido de oretal.,
canela (CEO) glicerol Ajustar pH a clorofila y carotenoides, 2019)
5.6 etc.
- 5%,10%,15%y  Agitara40°C Retraso la maduracion (A. Ali et
20% GA por 1 h, y ralentizo la al., 2013)
filtrar, ajustar respiracion
pHa5.6

Nota. GA: goma arabiga
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Capitulo 2
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2. Metodologia

La Figura 2.1 muestra las fases del proceso de desarrollo del biorecubrimiento
antifangico, detallando las actividades llevadas a cabo para alcanzar los objetivos especificos
establecidos. Estas etapas abarcan desde evaluaciones in vitro hasta pruebas in vivo,

proporcionando una visién completa de la implementacion y validacion del biorecubrimiento.

Figura 2.1
Esquema del proceso de desarrollo del biorecubrimiento

Azadirachta indica

£ Tunic Solvente
i | TGP 00
Actividad antifungica in : 4
vitro de extractos » J o Extracto
naturales

Sapindus saponaria Extractos vegetales Pruebas antifiingicas

Goma arabiga

OE 2: \_B

Evaluacion de diferentes + ‘
biorecubrimientos m ‘ i
= 4 -—
Quitosano Peliculas
s
OE 3: { 4
Efecto in vivo del /"\' - ‘

biorecubrimiento |

Biorecubrimiento

2.1 Revision bibliografica

Se revisaron alrededor de 50 articulos cientificos en ScienceDirect, utilizando palabras
clave como recubrimiento comestible, actividad antifingica y frutas. EI enfoque principal fue la
seleccion de materiales para preservar la calidad de las frutas. Se examinaron aspectos como la
composicion especifica del recubrimiento, los resultados de la evaluacion in vivo y las técnicas

de preparacion utilizadas.
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Con el objetivo de potenciar el efecto antifungico del biorecubrimiento, se propone la
incorporacion de extractos vegetales. En este sentido, se llevd a cabo la revision de 30 articulos
cientificos sobre extractos vegetales con capacidad para inhibir el crecimiento de patdgenos
asociados al cultivo de banano. Durante la investigacion, se examinaron aspectos como la parte
utilizada de la planta, la técnica de extraccion, el método antifingico y la concentracion de

inhibicién del extracto.
2.1.1 Seleccién de materiales

El quitosano y la goma arabiga fueron seleccionados por su habilidad para formar
peliculas resistentes y sus propiedades antimicrobianas. Estos polimeros han demostrado ser
efectivos para preservar la calidad de las frutas, al reducir el crecimiento de microorganismos
patdgenos, como hongos y bacterias (Etemadipoor et al., 2019; Shah et al., 2021).

Los resultados de la revision bibliografica mostraron que los extractos de las especies
vegetales Sapindus saponaria y Azadirachta indica tienen una alta actividad antifungica contra
los patogenos del banano. Estos extractos contienen metabolitos secundarios que tienen

propiedades antiflngicas, insecticidas y detergentes (Gasca et al., 2020; D. Kumar et al., 2016).

2.2 Preparacion de extractos vegetales

2.2.1 Recoleccion de material vegetal

Los frutos de S. saponaria se obtuvieron de un huerto del canton Simén Bolivar,
provincia Guayas, Ecuador (2°01'24.1"S 79°23'01.9"W). Se seleccionaron aquellos en estado
maduro y sin defectos fisioldgicos ni infecciones. Para preservar su calidad, se almacenaron en

bolsas de papel Kraft a temperatura ambiente (Bose et al., 2019).
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Las hojas y semillas de A. indica se recolectaron en el Campus universitario Gustavo
Galindo, Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) (2°08'54.0"S 79°57'32.3"W). El
material se lavo con agua destilada para eliminar rastros de polvo o contaminantes superficiales.

Los frutos de banano de la variedad ‘Cavendish Valery’ fueron adquiridos de la finca San
Jacinto ubicado en canton El Triunfo, provincia Guayas, Ecuador (2°23'11.8"S 79°18'17.4"W).
Los clusteres recibieron un tratamiento previo en la bananera, que consistio en una inmersién de

5 min en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, sin adicion de fungicidas.
2.2.2 Extracto de Sapindus saponaria

El extracto de S. saponaria se obtuvo siguiendo la metodologia especificada por (Gasca
et al., 2020). El pericarpio se separé de las semillas y se macerd con etanol en la proporcion 1:6
(pericarpio: solvente, p/v) durante 72 h con agitacion constante, tal como se ilustra en la Figura
2.2. Luego, el extracto resultante fue filtrado con papel filtro y se procedio a la eliminacion del
solvente utilizando un rotavapor a 50 °C. Finalmente, el extracto purificado se almacend en
pequefios frascos de vidrio &mbar a 4°C.
Figura 2.2

Extracto de Sapindus saponaria

B)

Nota. A) Maceracion. B) Extracto

-36 -



2.2.3 Extracto de Azadirachta indica

Los extractos de Azadirachta indica se obtuvieron siguiendo el procedimiento detallado
por (Thangavelu et al., 2019). Se realizo la obtencion individual de los extractos de hojas y
semillas, triturando cada muestra en una solucion de fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.0) en la
proporcidn 1:1 (muestra: solvente, p/v). El proceso se realizdé usando un mortero sobre una cama
de hielo, tal como se muestra en la Figura 2.3. A continuacion, la solucién se centrifug6 durante
20 min, y el sobrenadante obtenido fue recolectado y filtrado esterilizado a través de un filtro

Millipore de 0.22 um antes de su uso inmediato en un ensayo de actividad antifngica.

Figura 2.3

Extractos de Azadirachta indica
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Nota. A) Molienda. B) Extracto
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2.3 Evaluacion antiftingica in vitro de extractos vegetales
2.3.1 Cepas patdgenas

Lasiodiplodia theobromae y Colletotrichum musae fueron adquiridos de la coleccién de

microorganismos del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE).
2.3.2 Preparacién de medios de cultivo

La elaboracion del medio de cultivo agar de papa y dextrosa (PDA) se realizd conforme a
las instrucciones del fabricante, utilizando una proporcion de 2,925 g en 75 mL de agua
destilada. Esta mezcla se distribuy6 en cinco botellas de vidrio de 300 mL y fue sometido a
autoclave durante aproximadamente 1 h 'y 30 min. Después de la esterilizacion, las botellas se
enfriaron gradualmente en la estufa a 50 °C antes de su utilizacion. Se repitid este proceso para

cada ensayo antifungico, garantizando la preparacion fresca de los medios de cultivo necesarios.
2.3.3 Actividad antiftngica in vitro de extractos vegetales contra patdgenos del banano

Se evaluo la actividad antifingica de tres extractos vegetales contra Lasiodiplodia
theobromae y Colletotrichum musae mediante la técnica de difusion en pozos de agar
(Vijayakumar et al., 2020), con modificaciones. En cada pozo se coloco el extracto
correspondiente en su concentracion maxima, y se inoculd el patdégenos subcultivado en el centro
de las placas de Petri. En todos los tratamientos, se emple6 Tunic (0.05% v/v) como control
positivo, mientras que el control negativo fue el solvente usado para preparar el extracto. Las
placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 28 °C. Las evaluaciones de los ensayos con L.
theobromae se realizaron después de 5 dias, mientras que los ensayos con C. musae se evaluaron
después de 12 dias. EI diametro de crecimiento del hongo se midi6 en milimetros en el programa

ImagelJ. Cada tratamiento se repitié minimo 3 veces.
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Luego, se evaluo el extracto de S. saponaria a concentraciones de 4, 6, 8 y 10 mg/ml

contra C. musae utilizando el método de difusion en pozos de agar mencionado anteriormente.

2.4 Preparacion de los tratamientos

Se prepararon cinco formulaciones diferentes de recubrimientos comestibles con extracto
de S. saponaria (10 mg/ml). La primera formulacion se realizé conforme al procedimiento
detallado por (Lupina et al., 2021). Se prepar6 una solucion de goma arabiga al 3.5% (p/v)
agitando continuamente a 50 °C durante 1 h. Luego, se afiadié gelatina al 1.5% (p/v) con
agitacion constante durante 1 h, y se incorpord 1% (v/v) de glicerina como plastificante. Tras un
periodo de enfriamiento, se integro el extracto vegetal en la solucién y se sometié a ultrasonido
para el tratamiento de desgasificacion.

Para la segunda formulacion se siguio el enfoque propuesto por (Kan et al., 2019).
Primero, se prepar6 una solucién de quitosano al 1.5% (p/v) en acido acético al 1% (v/v),
agitandola continuamente a 40 °C durante 5 h. Al mismo tiempo, se elaboro otra solucion
utilizando gelatina al 2% (p/v) agitandola contantemente a 50 °C por 1 h. En ambas soluciones,
se afiadi6 0.45% v/v de glicerina. Posteriormente, se mezclo estas soluciones en una proporcién
1:1 (v/v) durante 30 min, afiadiendo luego el extracto vegetal. La solucion se desgasifico. La
tercera formulacion se prepar6 de forma similar a la segunda, excepto que la gelatina se disolvio
directamente en la solucién de quitosano.

En la cuarta formulacidn, se sigui6 el método descrito por (T. Xu et al., 2019). Primero,
se prepard una solucion de quitosano al 1.5% (p/v) en &cido acético al 1% (v/v) a 40 °C durante 5
h. Luego, se afiadi6 0.3% v/v de glicerina a la mezcla. Simultaneamente, se prepar6 otra solucion
utilizando goma arabiga al 1.5% (p/v) en agua destilada a 28 °C durante 1 h, y se le afiadi6 el

extracto vegetal. Posteriormente, estas dos soluciones fueron mezcladas en proporcion 1:1 (v/v)
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durante 30 min. En cuanto a la quinta formulacién, se llevo a cabo de manera similar a la cuarta,
pero en este caso, la goma arabiga se disolvio directamente en la solucion de quitosano. Ver

detalles en la Tabla 2.1, que resume las cantidades usadas en las 5 formulaciones.

Tabla 2.1

Proporciones utilizadas en las formulaciones de biorecubrimiento

N° Formulacion Goma arabiga Quitosano Gelatina Glicerina Extracto SS

(% p/v) (Yoplv) (Yoplv) (%viv) (mgmL?)
1 GA/GE/SS* 35 - 15 1 10
2 CH/GE/SS - 1.5 2 0.45 10
3 CH/GE/SS* - 15 2 0.45 10
4 CH/GAI/SS 1.5 1.5 - 0.3 10
5 CH/GA/SS* 15 15 - 0.3 10

Nota. SS: Sapindus saponaria, CH: quitosano, GA: goma arabiga, GE: gelatina

2.5 Preparacion de las peliculas

Para cada formulacion, se prepararon seis peliculas siguiendo el procedimiento de
(Poverenov et al., 2014). Se vertieron 8 mL de las soluciones filmogénicas en placas de Petri de
8 cm de diametro. Las formulaciones que contenian gelatina se secaron a 23 + 2 °C durante 72 h,
mientras que las demas se secaron a 45 °C durante 12 h, tal como se muestra en la Figura 2.4.
Como resultado, solo las formulaciones GA/GE/SS y CH/GE/SS* se plastificaron. Las peliculas
se despegaron de las placas y se pre-acondicionaron a 28 °C en un desecador por 48 h antes de

las pruebas fisicas.
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Figura 2.4

Proceso de secado de las peliculas

2.6 Propiedades fisicas de las peliculas
2.6.1 Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind por triplicado secando muestras de pelicula en un
horno a 105 °C durante 24 h hasta alcanzar un peso constante (Kan et al., 2019). La humedad se

calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(Mo - Mf)
Humedad (%) = — < 100 (2.1)
(o]

Donde Mo y Mt es el peso de las peliculas antes y después del secado (g).
2.6.2 Solubilidad en agua

La solubilidad en agua se obtuvo por triplicado sumergiendo las peliculas secas en 30 ml
de agua destilada por 24 h con agitacion constante. Después de la inmersion, las peliculas
hinchadas se retiraron y secaron nuevamente a 105 °C hasta alcanzar un peso constante (Zhang

et al., 2020). La solubilidad se determiné utilizando la siguiente ecuacion:
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M, — M
Solubilidad (%) = (‘)M—f) x 100 (2.2)
(o]

Donde Mo y Mt es la masa seca inicial y la masa seca final (g).
2.6.3 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se determind por triplicado, segin el método
gravimétrico descrito en la norma ASTM E96-05 (Du et al., 2021). Se colocaron muestras de
pelicula sobre recipientes de plastico con 15 mL de agua destilada (1.5 cm de diametro y 5.5 cm
de altura). Los frascos se colocaron en un desecador a 25 °C y se midié la pérdida de masa
durante 6 h, con pesos registrados a intervalos de 1.5 h. La permeabilidad se calcul6 con la

siguiente ecuacion:
WVp = —— (2.3)

Donde Am es el cambio de peso del recipiente (g), d es el espesor medio de la pelicula
(mm), A es el area de la pelicula expuesta (m?), t es el intervalo de tiempo y AP es la diferencia

de presion de vapor de agua (kPa) en ambos lados de la pelicula.
2.6.4 Valores referenciales

Se recopilaron datos de permeabilidad, solubilidad y humedad de peliculas comestibles
de gelatina. Los datos se obtuvieron de 12 articulos cientificos de la base de datos de
ScienceDirect. Los rangos se establecieron utilizando los valores reportados en los estudios

seleccionados.
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Tabla 2.2

Rango de valores adecuados para peliculas a base de gelatina

Contenido de Solubilidad en  Permeabilidad al vapor Referencias
humedad (%0) agua (%) (9:-mm/m?-h-kPa)

(Fakhreddin et al., 2013;
Kan et al., 2019; Liu et

10.40 - 23.32 20.54 - 46.10 0.37-2.71 al., 2020: Pérez et al.,
2018; Pulla et al., 2021,

Sahraee et al., 2017)

2.7 Evaluacién in vivo de tratamientos

En este estudio, se utilizaron 80 clusteres de banano en estado comercial, los cuales se
dividieron en cinco grupos para someterlos a diferentes tratamientos: GA/GE/SS*, CH/GE/SS¥*,
control positivo, control negativo y nada.

Para los dos primeros tratamientos, se sumergio individualmente la corona de los
clasteres en los biorecubrimientos CH/GE/SS* y GA/GE/SS*, respectivamente. Como control
positivo, se aplico tres dosis de una solucién de tiabendazol (0.91 mL de Mertect® 20 SL,
Syngenta en 500 mL de agua), mediante un atomizador estéril que cubrio la parte superior del
banano (Syngenta Crop Protection S.A.). Los dos ultimos grupos solo recibieron el
pretratamiento de desinfeccion de la bananera. Todos los tratamientos se dejaron secar durante
17 horas.

Posteriormente, se coloco 20 uL de una solucion de esporas que contenia 1 x 10*
esporas/mL en discos de papel estéril sobre la corona del banano (Elmer et al., 2007). Cabe
destacar que el ultimo grupo no fue infectado. Después de la inoculacion, los frutos fueron

cubiertos con peliculas plasticas y almacenados a 25 °C siguiendo las condiciones descritas por
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(Gao et al., 2024). El tiempo de almacenamiento de 14 dias fue el mismo tiempo de exportacion

de banano de Ecuador a EE. UU (Dole Ecuador, 2020).

2.8 Propiedades fisicas del banano
2.8.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso se determin6 mediante la diferencia entre el peso inicial del cldster de
banano y el peso registrado después de 14 dias (Odetayo et al., 2022). La pérdida de peso se

calculd con la siguiente ecuacion

BT _ (Mo - Mf)
Pérdida de peso (%) = L x 100 (2.4)

o

Donde Mo y Mt es el peso incial y final del fruto, respectivamente.
2.8.2 Incidencia de la enfermedad

La incidencia de la enfermedad se refiere al porcentaje de frutos de banano que estan
afectados por enfermedades. En este estudio, se consideraron las manchas negras visibles y otros
sintomas como indicadores de enfermedad cada 14 dias (Odetayo et al., 2022). La incidencia de

la enfermedad se calcul6 utilizando la siguiente formula:

N° de bananos infectados
DI(%) = °N total de bananos x 100 (2:5)

2.8.3 Solidos solubles totales

El indice de refraccion del jugo de la fruta se midi6 con un refractometro de mano (ATC-
Aichose) para determinar los sélidos solubles. Para ello, se homogeneizaron 5 g de pulpa de

banano en 15 mL de agua destilada y se filtrd. Se coloco una gota del jugo en el prisma del

-44 -



refractometro para obtener la lectura del % de SST directamente (Odetayo et al., 2022). Para
cada tratamiento, se utilizaron dos clusteres, de los cuales se tomaron tres dedos de manera

aleatoria.
2.8.4 Acidez titulable

La acidez titulable se ensay0 en tejidos de pulpa de banano. Para ello, se pesaron 10 g de
pulpa de banano y se maceraron en 40 ml de agua destilada. La filtracion del homogeneizado se
realizd con una gasa. Posteriormente, el filtrado se titul6 con NaOH (0.1 mol L—1) con un pH de
8. Se utilizo el 0.1% de fenolftaleina como indicador y la acidez titulable de la pulpa del fruto se
expresé como porcentaje sobre la base del peso fresco, siendo el acido malico el principal acido
presente (S. Ali et al., 2022). Para cada tratamiento, se utilizaron dos clusteres, de los cuales se

tomaron tres dedos de manera aleatoria.
2.8.5 indice de maduracion

Se calculd dividiendo los valores de solidos solubles totales por acidez titulable en cada

periodo de muestreo (S. Ali et al., 2022).

_ %SST
% AT

2.9 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con Python 3.6, utilizando la prueba de Shapiro-Wilk para
verificar la distribucién. Se aplico ANOVA con prueba post-hoc Tukey para resultados con
distribucion normal y Kruskal-Wallis con método Dunn para otros casos. Los resultados se
representaron graficamente con medias + desviacion estandar, y se establecié un nivel de

significacion del 5% en todos los casos

-45 -



Capitulo 3
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3. Resultados y analisis

3.1 Actividad antifungica in vitro de extractos vegetales

Los extractos de Sapindus saponaria y de semillas de Azadirachta indica redujeron
significativamente el crecimiento micelial de Colletotrichum musae, el hongo responsable de la
antracnosis del banano Figura 3.1A. El extracto de S. saponaria destaco como el mejor
tratamiento vegetal, exhibiendo un diametro de crecimiento de 50.03 + 4.44 mm,
significativamente menor que el control negativo 70.09 + 0.47 mm (P<0.05).

Este resultado es consistente con los hallazgos de otros estudios, que han demostrado que
el extracto de S. saponaria pueden inhibir el crecimiento de C. musae en un grado similar al
tiabendazol (Gasca et al., 2020). La actividad antifangica del extracto se atribuye a las saponinas
presentes en el pericarpio del fruto (Augustin et al., 2011; Gasca et al., 2020). El principal modo
de accion de las saponinas contra los hongos implica la formacion de poros y la pérdida de
integridad de la membrana (Zaynab et al., 2021).

No obstante, los extractos evaluados no fueron eficaces para reducir el crecimiento
Lasiodiplodia theobromae, el hongo responsable de la podredumbre marrén del banano. Todos
los tratamientos vegetales mostraron un didmetro de 90 mm, similar al control negativo. Estos
resultados pueden deberse a la capacidad del patégeno de desarrollar mecanismo de resistencia
contra una variedad de agentes antifangicos (Yang et al., 2021). En este caso, el tratamiento
control con el fungicida sintético tuvo un diametro considerable de 57.77 + 4.16 mm y adquirio
una tonalidad roja Figura 3.1B.

El cambio de color sugiere que el fungicida puede estar induciendo la produccion de
melanina. La melanina es un pigmento natural que se produce en algunos hongos y desempefia

un papel importante en su proteccion (Crispim et al., 2023). Otro aspecto importante es la
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recoleccion del material vegetal. Se he demostrado que la concentracion de metabolitos
secundarios segregados por las plantas fluctta con la estacion, asi como con diferentes
condiciones climéticas y geograficas (Bharti et al., 2021).

Figura 3.1

Actividad antifangica in vitro de extractos vegetales contra C. musae y L. theobromae

= 100 a a a a
£ 90 By mE
S 80 a  a
£ 70 = .= b b Control -
S 60 c A. indica (hojas)
S 5o m A. indica (semillas)
g 40 :?:.sa}{polni\ria
S 30 ontro
\% 20
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0

Colletotrichum musae Lasiodiplodia theobromae
B)

S
S
3
=
~
s
S

Control - A. indica A. indica S. saponaria Control +
(hojas) (semillas)

Nota. A) andlisis estadistico del didmetro micelial, B) apariencia visual de las placas de Petri.
En las barras, las letras minusculas diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (P<0.05).
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3.2 Actividad antifungica in vitro de Sapindus saponaria a diferentes concentraciones

En este estudio, se evaluaron diferentes concentraciones del extracto de Sapindus
saponaria contra el crecimiento de Colletotrichum musae. Se encontro que el efecto inhibidor
del extracto aumentd con la concentracion. Todos los tratamientos vegetales evaluados redujeron
significativamente el diametro respecto al control negativo, tanto para el dia 7 como para 14.

Para el dia 14, los tratamientos con 6 mg mL*y 10 mg mL™ de S. saponaria fueron los
mas efectivos para inhibir el crecimiento del patdégeno, con diametros de 40.47 + 3.99 mmy
39.13 + 2.99 mm, respectivamente Figura 3.2. No obstante, el tratamiento con 10 mg mL™* fue el
anico que se asemejo al control positivo, lo que sugiere que es la mejor concentracion.

Una investigacion anterior realizada con frutos de Brasil demostrd que se requiere de
concentracion de S. saponaria mas bajas (0.5 mg mL™*y 1 mg mL™) para presentar una zona de
inhibicion significativa contra C. musae (Gasca et al., 2020). La variabilidad en la composicién
del extracto podria explicarse por diversas interacciones biéticas, condiciones ambientales,
topografia, genotipo de la especie y condiciones de cultivo (Bharti et al., 2021).

Figura 3.2

Actividad antifangica in vitro de S. saponaria a diferentes concentraciones
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Dia 14

Control - 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL Control +
SS SS SS SS

Nota. A) analisis estadistico del diametro micelial, B) apariencia visual de las placas de Petri.

En las barras, las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas en los
tratamientos segun la prueba de Dunn (P<0.05).

3.3 Propiedades fisicas de las peliculas
3.3.1 Contenido de humedad

Las peliculas con extracto de S. saponaria mostraron diferencias significativas en el
contenido de humedad segln el material de recubrimiento utilizado Figura 3.3. Las peliculas
CH/GE/SS* y GA/GE/SS* presentaron niveles del 12.02 + 0.08 % y 1551 + 0.82 %,
respectivamente, resultados que se encuentran dentro del rango establecido en la literatura para
peliculas de gelatina.

La diferencia entre la humedad entre ambas peliculas se atribuye a la estructura de los
materiales. La goma arabiga, al ser mas porosa que el quitosano, presenta un mayor nimero de
espacios intersticiales entre sus particulas (Bashir & Haripriya, 2016). Estos espacios pueden
albergar moléculas de agua, lo que explica su mayor capacidad de retencion de agua. No obstante,
se prefieren peliculas con menor contenido de humedad para el envasado de alimentos sensibles a

la humedad, como el banano (Zhang et al., 2020).
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Figura 3.3

Contenido de humedad (%) de las peliculas CH/GE/SS* y GA/GE/SS*
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Nota. La linea negra muestra el rango establecido bibliograficamente. En las barras, las letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de ANOVA (P<0.05).

3.3.2 Solubilidad en agua

La solubilidad de una pelicula en agua es una propiedad importante de las peliculas
comestibles y la insolubilidad o resistencia al agua generalmente se requiere para una pelicula
potencialmente comercial (Ma et al., 2012). En este estudio, se evalu6 la solubilidad en agua de
dos peliculas de biorecubrimiento, CH/GE/SS* y GA/GE/SS*. Los resultados mostraron que
ambas peliculas presentaron una solubilidad en agua dentro del rango establecido
bibliograficamente, con valores de 45,49 + 0,52 % y 42,21 + 1,39 %, respectivamente. Estos
resultados sugieren que ambas peliculas son adecuadas, ya que cumplen con los requisitos de
insolubilidad en agua establecidos, aunque se observaron diferencias significativas entre ellas

(P<0.05).
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Figura 3.4

Solubilidad en agua (%) de las peliculas CH/GE/SS* y GA/GE/SS*
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Nota. La linea negra muestra el rango establecido bibliograficamente. En las barras, las letras
diferentes indican diferencias significativas seguin la prueba de ANOVA (P<0.05).

3.3.3 Permeabilidad al vapor de agua

Ambas peliculas se encuentran dentro del rango establecido para la permeabilidad al vapor
de agua segun la literatura. En comparacion con la pelicula GA/GE/SS*, la pelicula CH/GE/SS*
mostrd una menor permeabilidad al vapor de agua Figura 3.5. Esto puede deberse a las
interacciones entre los componentes de las peliculas. La goma arabiga, que es uno de los
componentes de la pelicula GA/GE/SS*, es un polisacarido con una estructura altamente
reticulada. Esta estructura reticulada proporciona a la pelicula una mayor porosidad, lo que facilita
el paso del vapor de agua (de Almeida et al., 2022). El quitosano, que es uno de los componentes
de la pelicula CH/GE/SS*, es un polisacarido con una estructura menos reticulada (Li et al., 2018).
Esta estructura menos reticulada proporciona a la pelicula una menor porosidad, lo que dificulta

el paso del vapor de agua.
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Figura 3.5

Permeabilidad al vapor de aguade las peliculas CH/GE/SS* y GA/GE/SS*

Permeabilidad al vapor de agua
(g-mm/m2-h-kPa)
N

GA/GE/SS* m CH/GE/SS*

Nota. La linea negra muestra el rango establecido bibliograficamente. En las barras, las
letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de ANOVA (P<0.05).

3.4 Propiedades fisicas del banano

3.4.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso del banano en el periodo postcosecha es uno de los parametros de
calidad a considerar durante el almacenamiento y transporte de frutas (Li et al., 2019). Se puede
observar que en el dia 14 existe diferencia significativa en la pérdida de pesos de bananos
sometidos a diferentes tratamientos Figura 3.6. El control negativo exhibié una pérdida de peso
del 0.77%, la mas elevada entre los tratamientos. Esta mayor pérdida de agua se debe a la
exposicion directa al ambiente, lo que provoca la transpiracion y, como consecuencia, el

marchitamiento de la fruta (Robert Walle, 2023). Ademas, se observo que tanto la formulacion
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de GA/GE/SS* y CH/GE/SS* pueden inhibir efectivamente la pérdida de humedad conservando

la calidad de las frutas en comparacion con el grupo de control negativo.

La disminucién de la pérdida de humedad por evaporacion y transpiracion se atribuye a
la capacidad de barrera de la pelicula comestible, que impide el paso de moléculas de agua a
través de la pelicula (Chi et al., 2019). La formulacion CH/GE/SS* tuvo un porcentaje de pérdida
de peso del 0.56%, siendo menor al de la formulacién de GA/GE/SS* con 0.59%. El quitosano

forma peliculas protectoras menos permeables al vapor de agua comprobado en la seccién 3.3.3

Figura 3.6

Pérdida de peso (%) del banano sometido a diferentes tratamientos
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Nota. Las letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Dunn
(P<0.05).

3.4.2 Incidencia de la enfermedad

La incidencia de la enfermedad es significativamente mayor en los bananos infectados y

sin tratamiento (control negativo). Por el contrario, la formulacion CH/GE/SS* presenta una
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menor incidencia en comparacion con la pelicula GA/GE/SS*. Al no existir una diferencia
significativa del control positivo con las biopeliculas, estas Gltimas se consideran adecuadas y
son mas beneficiosas para el consumo de banano al ser un producto natural.

El MERTECT 20 SL se clasifica como categoria toxicoldgica IV (ligeramente toxico) por
la presencia de tiabendazol. Al reemplazar el uso de fungicidas quimicos por biorecubrimientos
comestibles se evitan posibles intoxicaciones causadas por el consumo de frutos expuestos a
fungicidas (edifarm, 2020).

En otros estudios se ha informado que no se identifican indicios de la enfermedad con los
tratamientos vegetales en el dia 15, siendo los cambios notables recién en el dia 20 (Odetayo et
al., 2022). La variabilidad en los resultados podria derivarse de la naturaleza subjetiva de la
evaluacion, ya que esta depende del criterio del evaluador, es decir, de lo que considere como

indicio de enfermedad.

Figura 3.7

Incidencia de la enfermedad (%) del banano sometido a diferentes tratamientos
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Dia 1l

Dia 14

Control - GA/GE/SS* CH/GE/SS* Control +

Nota. A) Las letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Dunn
(P<0.05). B) Coloracion de bananos en dia 1y dia 14.

3.4.3 Sélidos solubles totales

Los s6lidos solubles totales de los frutos aumentan naturalmente a medida que maduran,
ya que al inicio la fruta no ha alcanzado su méxima concentracion. En la Figura 3.8 se observa
que esta tendencia se mantuvo al llegar al dia 14 (Li et al., 2019). Una fruta con mayor contenido
de SST puede tener un sabor mas dulce y una textura mas suave, debido principalmente a la
hidrolisis del almiddn y otros carbohidratos que conducen a la produccién de azUcares solubles
Nota. Las letras diferentes indican diferencias significativas segln la prueba de Dunn (P<0.05).

La formulacion de GA/GE/SS* genera que el banano tenga un mayor porcentaje de SST con un
valor de 0.97 °Brix en comparacion con la de CH/GE/SS* con 0.90 ° Brix, ademas se evidencio
que la aplicacion de los recubrimientos retraso el aumento de SST producto de un nivel bajo de

oxigeno interno (Li et al., 2019).
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Figura 3.8

Solidos solubles totales (%) del banano sometido a diferentes tratamientos
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Nota. Las diferencias significativas se evaluaron con la prueba de ANOVA (P<0.05).

3.4.4 Acidez titulable

La acidez titulable representa el total de acidos organicos, en especial el &cido citrico y el
acido malico que existen en un fruto, y son los que brindan el sabor acido o dulce caracteristico
del banano. Entre mayor sea el contenido de &cidos organicos medido, mas &cida serd la fruta (Li
et al., 2019), por lo que a medida que la fruta se vaya madurando se espera que adquiera un sabor
mas dulce por lo que la acidez debe disminuir tal como se observa en la Figura 3.9.

En el dia 14 la presencia de una pelicula comestible en la corona del fruto detiene el
consumo de &cido titulable ya que reduce la tasa de respiracion. Por tanto, al tener una AT
significativamente menor en los bananos con biorecubrimiento se tuvo una futa mas dulce
comparada con el control positivo. (Li et al., 2019).

En otro estudio que empleo recubrimientos de bionanocompuestos, se reportan valores de

solidos solubles totales del 10.31% después de 7 dias de evaluacion in vivo (Li et al., 2019).
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Durante ese periodo, los SST de sus bananos aumentaron aproximadamente un 4%, mientras
que, en el doble del tiempo, los nuestros apenas superaron el 1%. Esta variacion podria atribuirse
a la madurez inicial de los platanos; los nuestros provienen directamente de la bananera, a
diferencia de los del otro estudio, que fueron adquiridos en un mercado local.

Figura 3.9

Acidez titulable (%) del banano en tiempo inicial y en el dia 14
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Nota. Las letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey
(P<0.05).

3.4.5 Indice de maduracion y color de la cascara

Por lo general, el indice de maduracion tiende a aumentar a medida que la fruta avanza en
su proceso evolutivo. Como se puede apreciar en la Figura 3.10, los recubrimientos de quitosano
y goma arabiga tienen el efecto de retardar el proceso de maduracion en relacion con el control
negativo. Esto se debe a que la pelicula reduce la tasa de intercambio de gases entre la fruta y las

condiciones ambientales favoreciendo a una mayor frescura del banano (Li et al., 2019).
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Cabe destacar que, durante los 14 dias de estudio, no se aprecia variacion en el color de la
cascara del banano en ninguno de los tratamientos. Desde el inicio hasta el dia 14, la coloracion
permanece completamente verde Figura 3.7 B, un fendmeno atribuible a las condiciones de

temperatura y humedad controladas a las que se encuentran sometidos los bananos.

Figura 3.10

indice de maduracion del banano en tiempo inicial y en el dia 14
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Nota. Las letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey
(P<0.05).
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4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Se desarrollaron dos biorecubrimientos con materiales comestibles y naturales como lo son
el quitosano y la goma arébiga incorporando extracto de Sapindus saponaria. Se evidencio
un 40% de capacidad antifungica en el extracto vegetal contra el patégeno Colletotrichum
musae. causante de la enfermedad de Antracnosis en la postcosecha del banano. Se
obtuvieron dos formulaciones de peliculas: CH/GE/SS* y GA/GE/SS*. Pruebas in vivo
representan una alternativa viable al retardar la maduracion del fruto en un 25% y para

mejorar la calidad postcosecha del banano.

Los extractos de semillas de Azadirachta indica y Sapindus saponaria inhibieron
significativamente el crecimiento micelial de Colletotrichum musae después de 14 dias. El
extracto de S. saponaria a una concentracion de 10 mg mL™, demostré mayor inhibicion
en comparacion con A. indica. No hubo diferencia significativa respecto al control positivo
empleado en el estudio (P<0.05). En relacién con Lasiodiplodia theobromae, ninguno de
los tratamientos vegetales mostrd una reduccion significativa de su crecimiento. Estos
resultados resaltan el potencial particular de Sapindus saponaria como un agente

antifangico prometedor, justificando su integracién en el biorecubrimiento.

Se obtuvieron peliculas plastificadas en las formulaciones CH/GE/SS* y GA/GE/SS*,
exhibiendo propiedades fisicas que se encuentran dentro de los pardmetros establecidos en
la literatura cientifica. Sin embargo, es importante sefialar que la goma arabiga presente en

la formulacion GA/GE/SS* posee una estructura reticulada y porosa. Esta particular
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estructura de la goma ardbiga conduce a un aumento significativo en el contenido de
humedad y a una permeabilidad al vapor de agua superior en comparacion con el quitosano.
Estas propiedades hacen que la goma ardbiga no sea la opcion mas adecuada, en

aplicaciones relacionadas con alimentos sensibles, como el banano.

Se aplicaron dos recubrimientos naturales, uno de quitosano CH/GE/SS* y otro de goma
ardbiga GA/GE/SS* en la corona del banano. Los resultados mostraron que ambos
recubrimientos, en comparacion con los bananos infectados sin tratar, provocaron una
disminucion en la pérdida de peso y menor incidencia de la enfermedad de Antracnosis.
Ademas, retardan la maduracion del fruto con valores de 16.31 y 16.05 respectivamente,
frente a un valor de 20.56 del control negativo. Las pruebas in vivo demuestran que la
formulacién CH/GE/SS* hace que pierda menos peso frente a la formulacion de
GA/GE/SS*. Ademas, el quitosano tuvo una menor cantidad de bananos infectados, menor
AT brindando un sabor mas dulce a la fruta. Por tanto, aplicar recubrimientos naturales
antifngicos es una alternativa viable para mantener la calidad y disminuir las pérdidas de

bananos durante la postcosecha.

4.1.2 Recomendaciones

Realiza pruebas antifangicas in vitro con las peliculas de biorecubrimiento para evaluar el
efecto inhibitorio del extracto vegetal cuando interactla con otros componentes. Esta fase
es crucial para confirmar que el proceso de elaboracion del biorecubrimiento no afecta
negativamente la actividad del extracto.

Emplear técnicas avanzadas como cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) o

espectroscopia de masas para llevar a cabo una caracterizacion detallada del extracto de
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Sapindus saponaria. Este andlisis permitira identificar y cuantificar los componentes
especificos del extracto, proporcionando una mejor comprension de los factores que
contribuyen a su actividad antifungica.

Se recomienda extender el tiempo de evaluacion in vivo del biorecubrimiento a 29 dias.
Esta extension es fundamental para contemplar el tiempo necesario de exportacion hacia

cualquier pais, no limitandose Unicamente a Estados Unidos.
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Apéndice A

Apéndice A. 1 Protocolo de elaboracion de biorecubrimiento
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Apéndice A.2 Protocolo de elaboracién de biorecubrimiento

Etapa 1: Obtencion de extracto de Sapindus saponaria

1. Separar el pericarpio de las semillas.

2. Pesar 10 g de pericarpio y colocarlo en un recipiente con tapa.

3. Anadir 50 mL de etanol y cubrir la botella con papel aluminio.

4. Colocar el recipiente en una mesa agitadora orbital por 72 h.

5. Filtrar la mezcla utilizando papel filtro.

6. Pesar un matraz de fondo redondo seco y verter la solucion filtrada.

7. Evaporar el solvente a 50 °C en un rotavapor.

8. Secar el exterior del matraz con papel y dejar reposar en un desecador
durante 15 min.

9. Pesar el matraz con el extracto resultante.

10. Recuperar el extracto del fondo, anadir agua destilada a 40 °C hasta
lograr una concentracion de 200 mg mL-1.

11. Almacenar el extracto en un recipiente de color ambar en la

refrigeradora.
Fuente: (Gasca et al., 2020)
Etapa 2: Elaboracion de biorecubrimiento
1. En un vaso de precipitacién, verter 100 mL de agua destiladay 1 mL de
acido acético
2. Pesar 1.5 g de quitosano y colocarlo en el vaso

3. Agitar la mezcla a 40 °C durante 5 h

4. Pesar 2 g de gelatina y anadirla a la mezcla
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Apéndice A.3 Protocolo de elaboracién de biorecubrimiento

5. Agitar la solucién a 50 °C durante 1 h

6. Anadir 0.45 mL de glicerina a la mezcla y agitar por 15 min

7. Ajustar la concentracion del extracto de Sapindus saponaria
concentrado en la solucion filmogénica a 10 mg mL .

8. Colocar el vaso de precipitaciéon en un bano ultrasénico durante 30 min
para desgasificar.

Fuente: (Kan et al., 2019)
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Apéndice A.4 Protocolo de elaboracién de biorecubrimiento
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