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. RESUMEN

Uno de los recursos naturales mas abundantes en el mundo es la quitina, la cual
puede ser extraida a partir de ciertos microrganismos, insectos y animales marinos,
como el camardn. A partir de la quitina se puede obtener el quitosano, un
biopolimero con amplia aplicacién en la industria alimentaria. Sin embargo; para su
extraccion y obtencion es utilizado un proceso termoquimico que compromete su
calidad. Actualmente, un método alternativo es el proceso biotecnoldgico, en el cual
se lleva a cabo una fermentacion acido lactica (FAL) para obtener quitina y una
desacetilacion enzimatica (DE) utilizando enzimas como quitina desacetilasa (QDA)
para obtener quitosano. La implementacion de la FAL y DE en conjunto genera un
quitosano de peso molecular (PM) y grado de desacetilacion (GD) altos. Dichas
caracteristicas le otorgan al quitosano un mayor potencial antimicrobiano y de
barrera, ademas de una estimulacion sobre el sistema antioxidante, en comparacion
con el quitosano obtenido por el proceso termoquimico, lo que lo vuelve un mejor
tratamiento para los frutos que son susceptibles a antracnosis, como la papaya, el
cual es uno de los frutos tropicales de mayor consumo en el mundo. Ademas, en la
bibliografia no existe informacion sobre la obtencion del quitosano por el método
biotecnologico (FAL-DE), ni el impacto de un PM y GD alto sobre el control de
antracnosis, la calidad poscosecha y el sistema antioxidante en frutos de papaya. Por
todo esto, el objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso biotecnolégico (FAL-
DE) para la obtencion de quitosano y estudiar el efecto de su aplicacion como
recubrimiento sobre el desarrollo de antracnosis, calidad poscosecha y sistema
antioxidante en frutos de papaya infectados con el hongo Colletotrichum

gloeosporioides. Este trabajo se dividié en tres etapas, en la primera se aplicaron
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quitosanos comerciales de tres PM (13, 25 y 55 kDa) con la finalidad de obtener el
quitosano con el mayor efecto sobre el control antifungico y poscosecha e inductor
del sistema antioxidante de los frutos de papaya, en la segunda etapa se realiz6 la
optimizaciéon del proceso biotecnolégico (FAL y DE) utilizandose un disefio
experimental compuesto rotable donde las variables del proceso fueron volumen del
inéculo (mL) y concentracion de nutrientes (g/L), la variable de respuesta fue el grado
de desacetilacion (%). El quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B) obtenido se
caracterizo fisicoquimica y estructuralmente al igual que el quitosano comercial (QTS
C) y la quitina. En la tercera etapa, se aplicaron el QTS B al 1%,el QTS C 1% y el
tiabendazol (0.05 mg/mL), observandose el efecto de manera in vitro e in vivo sobre
C. gloeosporioides, la calidad poscosecha y el sistema antioxidante enddgeno y
exodgeno. Respecto a los resultados, el QTS C presentdé menor daio por antracnosis
y menor degradacion del tejido de papaya, asi mismo, favorecio la activacion del
sistema antioxidante enddgeno (acido ascérbico y fendlicos totales) de los frutos de
papaya. Respecto a la optimizacion del proceso biotecnologico, el extracto
enzimatico de C. gloeosporioides generé un QTS B con mayor GD que la enzima
purificada quitin desacetilasa. Por otra parte, el mayor GD (89%) del QTS B se
obtuvo con las siguientes variables de proceso: volumen de inéculo de 50 mL y una
concentracion de nutrientes de 50 g/L. QTS B presentdé mayor peso molecular en
comparacion con QTS C. QTS B fue el mas efectivo para reducir la enfermedad de
antracnosis, disminuir la pérdida de peso y firmeza, mantener el color externo y los
SST, ademas presentd mayor contenido de acido ascorbico y fendlicos totales, la
capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) y la actividad antioxidante enzimatica (POD y

CAT) durante el almacenamiento de papaya a 25 °C.
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Il. ABSTRACT

One of the most abundant natural resources in the world is chitin, which can be
extracted from certain microorganisms, insects, and marine animals, such as shrimp.
Chitosan can be obtained from chitin, a biopolymer with wide application in the food
industry. However; For its extraction and obtaining, a thermochemical process is used
that compromises its quality. Currently, an alternative method is the biotechnological
process, in which lactic acid fermentation (LAF) is carried out to obtain chitin and
enzymatic deacetylation (ED) using enzymes such as chitin deacetylase (QDA) to
obtain chitosan. The implementation of LAF and ED together generates a chitosan
with a high molecular weight (MW) and degree of deacetylation (DD). These
characteristics give chitosan a greater antimicrobial and barrier potential, in addition
to stimulating the antioxidant system, compared to chitosan obtained by the
thermochemical process, which makes it a better treatment for fruits that are
susceptible to anthracnose. such as papaya, which is one of the most consumed
tropical fruits in the world. In addition, in the bibliography there is no information on
obtaining chitosan by the biotechnological method (LAF-DD), nor the impact of a high
MW and DD on the control of anthracnose, postharvest quality and the antioxidant
system in papaya fruits. For all this, the objective of this work was to optimize the
biotechnological process (LAF-DD) to obtain chitosan and to study the effect of its
application as a coating on the development of anthracnose, postharvest quality and
antioxidant system in papaya fruits infected with the fungus Colletotrichum
gloeosporioides. This work was divided into three stages. In the first, commercial
chitosan of three MW (13, 25 and 55 kDa) were applied in order to obtain the chitosan

with the greatest effect on antifungal and postharvest control and inducer of the
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antioxidant system of the papaya fruits, in the second stage the optimization of the
biotechnological process (LAF and DD) was carried out using a rotatable compound
experimental design where the process variables were inoculum volume (mL) and
nutrient concentration (g/L), the variable response was the degree of deacetylation
(%). The biotechnological optimized chitosan (CTS B) obtained was characterized
physicochemically and structurally like the commercial chitosan (CTS C) and chitin. In
the third stage, 1% CTS B, 1% CTS C and thiabendazole (0.05 mg/mL) were applied,
observing the effect in vitro and in vivo on C. gloeosporioides, postharvest quality and
the system. endogenous and exogenous antioxidant. Regarding the results, CTS C
presented less damage due to anthracnose and less degradation of papaya tissue,
likewise, it favored the activation of the endogenous antioxidant system (ascorbic acid
and total phenolics) of papaya fruits. Regarding the optimization of the
biotechnological process, the enzymatic extract of C. gloeosporioides generated a
CTS B with higher DD than the purified enzyme chitin deacetylase. On the other
hand, the highest DD (89%) of CTS B was obtained with the following process
variables: inoculum volume of 50 mL and a nutrient concentration of 50 g/L. CTS B
had a higher molecular weight compared to CTS C. CTS B was the most effective in
reducing anthracnose disease, decreasing weight loss and firmness, maintaining
external color and TSS, and also had higher ascorbic and phenolic acid content.
totals, antioxidant capacity (ABTS and DPPH) and enzymatic antioxidant activity

(POD and CAT) during papaya storage at 25 °C.



ll. INTRODUCCION

La quitina es el segundo polimero, basado en recursos renovables y/o
biodegradables, mas abundante e importante en la naturaleza, seguido de la
celulosa, ya que es un constituyente estructural de las especies marinas como el
camaron, el cual representa una fuente importante de ingresos en la industria
acuicola (Ramirez y col 2010; Lopes y col 2018). A partir de la quitina se obtiene
quitosano, el cual es una molécula desacetilada compuesta de unidades de
glucosamina y en menor porporcion de poli-B-(1-4) N-acetil-D-glucosamina de
naturaleza policationica (Tajdini y col 2010; Hua y col 2019; Vilaplana y col 2020). De
manera comercial, en la extraccion y obtencion de estos biopolimeros se aplican
diversos métodos fisicoquimicos; sin embargo, es importante sefalar que estos
métodos comprometen las propiedades funcionales como el grado y distribucidn de
las subunidades desacetiladas y el PM, asi como la utilidad industrial del quitosano
(Hernandez-Cocoletzi y col 2009; Pareek y col 2013).

Por ello, las investigaciones actuales se estan enfocando en la busqueda de
alternativas para la obtencién de quitina y quitosano como es el caso del proceso
biotecnoldgico, en el cual se utiliza la FAL para la extraccion de quitina y la DE
mediada por la accion de enzimas como QDA para la obtencién de quitosano.
Durante la implementacion de la FAL se generan, ademas de quitina parcialmente
purificada, otras sustancias de valor agregado alto como sales de calcio, proteinas y
pigmentos (Larez-Velasquez 2006). Con respecto a la DE, la enzima implementada
cumple con actividad de desacetilacion especifica, la cual evita la degradacion de
distintos componentes de la molécula permitiendo obtener un quitosano con GD y

PM altos los cuales se han asociado con el efecto fungicida del biopolimero
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(Bautista-Barfios y col 2004; Zhu y col 2013; Zhang y col 2019). Por ejemplo, la
actividad antimicrobiana del quitosano ha sido verificada en una amplia variedad de
microorganismos como Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria kikuchiana
Tanaka, Botrytis cinerea y Aspergillus ochraceus (Meng y col 2010; Arabe Rima-de
Oliveira y col 2017; Ayon-Reyna y col 2015; Meng y col 2020), siendo el PM el factor
crucial en la inhibicion de los hongos (Kewsuwan y col 2014; Correa-Pacheco y col
2017; Mohammadi y col 2016; Hua y col 2019). Si bien estos patdégenos provocan
una respuesta del huésped (fruto), también la aplicacion del quitosano puede influir
facilmente en el sistema antioxidante exégeno y enddgeno, asi como, en la calidad
de los frutos (Kewsuwan y col 2014). Hua y col (2019) informaron que el tratamiento
con quitosano aumento la actividad de catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), influyo en
la calidad poscosecha e inhibid la infeccion por B. cinerea en frutos de kiwi.
Resultados similares acerca de un recubrimiento comestible de quitosano han sido
observados en frutos de cereza (Dang y col 2010), durazno (Ma y col 2013),
arandano, grosella roja (Hefft 2017), manzana (Li y col 2015), entre otros. Asimismo,
se ha reportado que el quitosano reduce el desarrollo del hongo Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal de la antracnosis en diversos frutos (Colina y col
2014; Arabe-Riméa de Oliveira y col 2017; Lima-Oliveira y col 2018). La antracnosis
es una enfermedad muy devastadora debido a que los sintomas por lo general
aparecen después de la cosecha cuando el fruto comienza a madurar y se van
desarrollando rapidamente hasta volver al fruto no apto para su comercializacién
(Gomes-Moraes y col 2013). Uno de los frutos mas afectados por esta enfermedad
es la papaya, ya que se reportan pérdidas por antracnosis del 40% al 100% de la

produccion anual. La papaya es un fruto que se cultiva principalmente en regiones
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tropicales y es econdmicamente importante en el mercado internacional ya que su
comercializacion en fresco se ha incrementado en los ultimos afios debido a sus
beneficios nutricionales y de salud (Jhon y col 2018). Sin embargo, no existen
reportes en donde se evalue la calidad del quitosano obtenido por el método
biotecnologico y el efecto de su aplicacion en el control de antracnosis, la calidad
poscosecha, la induccion o actividad antioxidante del fruto tratado con el biopolimero.
Es por ello que, el objetivo de esta investigacion fue optimizar el proceso
biotecnoldgico para la obtencion de quitosano a partir de residuos de camaroén y
estudiar el efecto de su aplicacion como recubrimiento sobre la actividad antifungica
in vitro e in vivo, calidad poscosecha y sistema de defensa antioxidante en frutos de

papaya infectados con el hongo C. gloeosporioides.



IV. REVISION DE LA LITERATURA

A. Biopolimeros

1. Quitina

La quitina (del griego tunic, envoltura) es un biopolimero natural constituido
por copolimeros lineales de N-acetil-glucosamina distribuidos al azar y unidos
mediante un enlace B-(1-4) (Figura 1) (Zhang y col 2019; Younes y Rinaudo 2015).
La quitina pura es un solido blanco, parcialmente cristalino, inodoro, insipido y de
estructura porosa (Ramirez y col 2010). Este bioproducto de elevada masa molecular
cuenta con tres diferentes formas cristalograficas: a-, B- y y-quitinas que se
encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza, siendo su fuente de obtencién
principal el caparazén de muchos crustaceos. Se utiliza principalmente como materia
prima para producir productos derivados, tales como quitosano, quito-oligosacaridos,
astaxantina y glucosamina. Al estar ampliamente distribuido en materiales de
desecho, la produccién industrial de quitina representa un mejor aprovechamiento de
estos recursos disponibles a nivel mundial (Larez-Velazquez 2006). Sin embargo, a
pesar de que la metodologia tradicional (método quimico) de obtencidn de quitina a
partir de residuos de la industria camaronera ofrece una posibilidad de reduccion de
contaminantes, utiliza una cantidad alta de materiales quimicos y energia que hace el

proceso en su totalidad poco sustentable (Diaz-Sanchez 2007).

a. Obtencidén de quitina

La quitina esta fuertemente asociada con proteinas, minerales, lipidos y

pigmentos, por lo que se realizan procesos de separacion para poder ser removidos



Figura 1. Estructura quimica de la quitina compuesta por dos unidades de N-acetil-

glucosamina (exactamente, N-acetil-D-glucos-2-amina). Younes y Rinaudo (2015).



y alcanzar un grado de pureza alto necesario para diversas aplicaciones (Teli y
Sheikh 2012). Existen diferentes procesos de obtencion de quitina, por ejemplo, los
métodos tradicional o quimico y el biolégico. La obtencion convencional implica el
uso de acidos y bases fuertes a temperatura alta (100-180 °C) (Lopes y col 2018).
Para ello, los desechos marinos deben estar previamente limpios, secos y
pulverizados para después ser sometidos a hidrdlisis acida. Dicha etapa es
denominada desmineralizacion (DM) y consiste en la remocién de minerales,
principalmente carbonato de calcio. Los acidos utilizados son el HCI, HNO3, H2SOs,
CH3COOH y HCOOH, siendo HCI al 1% el reactivo preferente (Marmol y col 2011;
Mohammed y col 2013). La DM se logra facilmente, ya que implica la
descomposicion de carbonato de calcio en las sales de calcio solubles en agua con
la liberacibn de diéxido de carbono (Younes y Rinaudo 2015). Una vez
desmineralizados, el proceso de desproteinizacion comienza utilizando una amplia
gama de productos quimicos incluyendo NaOH, Na>CO3z, NaHCO3, KOH, K>COs3,
Ca(OH),; sin embargo, el reactivo preferencial por la industria es el NaOH y se aplica
a una concentracion que oscila entre 0.125 a 5.0 M, variando la temperatura (por
encima de 160 °C) y la duracion del tratamiento (de unos minutos hasta unos pocos
dias) (Younes y Rinaudo 2015). Por su parte, la despigmentacion suele llevarse a
cabo a temperatura ambiente con acetona, cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o
mezcla de disolventes. También se han empleado agentes oxidantes tradicionales,

como el Hz02 (0.5-3.0%) y el NaCIO (0.32%) (Thakhiew y col 2013).

La desventaja de este método es la utilizacion de quimicos peligrosos a

temperaturas altas los cuales causan corrosién del equipo y la formacion de
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subproductos indeseables tales como polimeros desacetilados de manera irregular
debido a que el uso de acidos suele atacar los grupos aminos libres e introducir
modificaciones en el polimero (de Alvarenga 2011); resultando en la reduccion de su
PM y GD, afectando directamente las propiedades funcionales y la utilidad industrial
del quitosano el cual depende del grado y la distribucion de las subunidades
desacetiladas (de la Paz y col 2012; Pareek y col 2013). Adicionalmente, la
implementacion de este método utiliza gran cantidad de agua y energia y da lugar a
desechos corrosivos, los cuales son depositados en los ecosistemas acuaticos
dafiando la flora y fauna, por lo que resulta un proceso agresivo para el medio
ambiente (Gortari y Hours 2013). Dado que dicho método es poco amigable con el
biopolimero obtenido y el medio ambiente, se ha llevado a cabo el estudio de
diferentes procesos alternativos, dentro de los cuales se encuentran algunos
procesos biolégicos como la hidrdlisis con proteasas y la FAL (Cira y col 2002; Rao y

Stevens 2005).

La FAL es un proceso celular anaerébico donde se utiliza glucosa para
obtener energia y donde el producto es el acido lactico. Este proceso lo realizan
muchas bacterias acido lacticas, hongos y algunos protozoos. En condiciones
anaerobias, la fermentacion responde a la necesidad de la célula de generar la
molécula de NAD", que ha sido consumida en el proceso energético de la glucalisis.
En ésta, la célula transforma y oxida la glucosa en un compuesto de tres atomos de
carbono, el acido piruvico, obteniendo dos moléculas de ATP; sin embargo, en este
proceso se emplean dos moléculas de NAD® que actuan como aceptores de

electrones y se reducen a NADH las cuales producen la energia necesaria para re-
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oxidar el NADH, lo cual se consigue mediante la cesion de dos electrones del NADH
al acido piruvico, que se reduce a acido lactico para que puedan tener lugar las
reacciones de la glucdlisis (Ramirez y col 2011). La fermentacion se realiza en un
reactor tipo columna con temperatura controlada y agitacion ocasional, usando
bacterias acido lacticas, dando como resultado una fraccion sdlida conteniendo la
quitina cruda y una fraccién liquida (licor) rica en proteina natural de camaron,
minerales y pigmentos (Cira y col 2002). En este proceso, las proteasas de los
microorganismos provocan la hidrolisis de las proteinas (desproteinizacion) y la
produccion de acido lactico de los microorganismos durante la fermentacion y este
acido a su vez contribuye a la desmineralizacion al reaccionar con el carbonato de
calcio (CaCOg). Este proceso de obtencion de quitina permite la recuperacion de
productos con valor agregado como minerales, pigmentos y proteinas (Teli y Sheikh
2012; Pareek y col 2013; Younes y Rinaudo 2015). Ademas, si este proceso se
combina con un procedimiento de hidrdlisis enzimatica para desacetilar el producto
obtenido por FAL se genera un método mas controlable que puede conducir a la

produccion de quitosano con calidad superior (Tsigos y col 2000).

2. Quitosano

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontr6 que al tratar
la quitina con una solucion caliente de hidréxido de potasio se obtenia un producto
soluble en acidos organicos y la nombré “quitina modificada”. Mas tarde, en 1894,

Hoppe-Seyler fue quien la denomind “quitosano” (de la Paz y col 2012).

El quitosano es la forma N-desacetilada de la quitina; es decir, es una
modificacion de la quitina que posee mejores propiedades de reactividad y
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solubilidad. Se obtiene al sustituir los grupos acetamido de la quitina por grupos
amino y se ha descrito como un polimero cationico lineal, biodegradable, de PM alto,
de facil aplicacion y ambientalmente amigable (Marmol y col 2011). El quitosano es
un polimero compuesto por 2-amino-2-desoxi-D-glucosamina y N-acetil-2-amino-2-
desoxi-D-glucosamina, unidos por enlaces [(-(1-4) glicosidicos (Figura 2). Es
altamente sensible al pH debido a su caracter de poliamina, que les confiere
solubilidad a valores de pH acido, carga positiva neta, propiedades de bioadhesién y
tiene la capacidad de quelar iones metalicos (hierro y metales pesados) (Escarcega-

Galaz y col 2018).

a. Obtencidén de quitosano

La mayor parte del quitosano disponible en el mercado se obtiene a partir de
la quitina mediante un método termoquimico y solo una pequefa parte se obtiene de
manera natural en ciertos hongos (Mucoraceae). Por el método termoquimico, la
obtencion puede realizarse de manera heterogénea, efectuada en medio alcalino
(40-45% de hidréxido de sodio) a temperatura alta por un periodo de tiempo variable
(120 °C/1-3 horas) sobre la quitina sdlida. Sin embargo, esta N-desacetilacion casi
nunca es completa y el quitosano es considerado como un derivado de quitina
parcialmente N-desacetilada. Las condiciones usadas para la desacetilacion
determinan el PM y el GD del polimero (Heidary y col 2013). Ademas, el proceso
tradicional también comparte las desventajas de la mayoria de los procesos

quimicos, como el control y la inseguridad ambiental (Pareek y col 2013).
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Figura 2. Estructura quimica de quitosano (QTS) compuesto por 2-amino-2-desoxi-
D-glucosamina y N-acetil-2-Mondmeros de amino-2-desoxi-D-glucosamina, unidos

por enlaces 3-(1-4) glicosidicos. Younes y Rinaudo, 2015.
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Un procedimiento alternativo o complementario a la desacetilacién alcalina es
el método bioldgico en el cual se usa la enzima QDA producida por la fermentacién
microbiana. La desacetilacion enzimatica permite que el proceso sea selectivo y no
degrade mas constituyentes de la molécula (Zhang y col 2005; Arakane y col 2012;
de la Paz y col 2012). Otra ventaja de la hidrolisis enzimatica es que para su
realizacion se utilizan enzimas a partir de microorganismos, los cuales se pueden
propagar rapidamente, por lo tanto, representan un gran potencial de aplicacion para

ahorrar costos durante la desacetilacion de la quitina (Zhang y col 2005).

El método enzimatico consiste en desacetilar la quitina por medio de la enzima
QDA (EC 3.5.1.41), una glicoproteina que cataliza la reaccion de conversion de los
monomeros 2-acetilamina-2-desoxi-B-D-(+)-glucopiranosa a 2-amino-2-desoxi-p-D-
glucopiranosa (Pareek y col 2011). El proceso es muy sencillo y se realiza en un
reactor controlando la temperatura (50 °C) y el pH de la reaccion que se da entre el
sustrato (quitina) y la enzima. QDA pertenece a la familia de las esterasas y puede
ser obtenida principalmente de materiales biolégicos como los hongos, por ejemplo,
Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum gloeosporoides, Rhizopus oryzae vy
Penicillium oxalicum (Gao y col 1995; Zhang y col 2005; Aye y col 2006; Blair y col
2006; Garcia-Zapata y Roca-Ortega 2008; Pareek y col 2011; Pareek y col 2013).
Estudios previos han demostrado el efecto positivo de la implementacion del proceso
bioldgico en las caracteristicas fisicoquimicas del quitosano, obteniendo un quitosano
mas homogéneo (Pareek y col 2013; Zubiria-Suarez y col 2014; Jongsri y col 2016;

Drevinskas y col 2017).
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Ibrahim (2007) menciond que las enzimas son particularmente adecuadas
para las industrias de alimentos debido a que de manera natural son un material
bioldgico catalogado como no toxico que actua de manera especifica. Por su parte,
Aye y col (2006) observaron que la enzima QDA se puede usar efectivamente como
una herramienta para modificar la quitina, mencionando que QDA de R. oryzae
produjo un quitosano estable. Asi mismo, Pareek y col (2013) implementaron la
enzima QDA de P. oxalicum para la bioconversion de quitina a quitosano obteniendo
una desacetilacibon maxima del 80%. También, se ha observado que Ila
implementacion de la enzima QDA obtenida a partir del hongo C. gloeosporioides, el
cual es causante de antracnosis en frutos tropicales como papaya, puede lograr con
éxito la obtencion de quitosano con buen PM (1,200 kDa) y GD alto (95%). Diversos
estudios han demostrado que el quitosano aplicado en los frutos, principalmente
como recubrimiento comestible, presenta control sobre antracnosis, mantiene la
calidad y participa como estimulador del sistema antioxidante de defensa (Marpudi y

col 2011; Pacheco y col 2011; Pacheco y col 2013; Ngo y Kim 2014; Bof y col 2015).

b. Quitosano como recubrimiento comestible

Un recubrimiento comestible se puede definir como una matriz transparente
continua, comestible y delgada, que se estructura alrededor de un alimento
generalmente mediante la inmersiéon del mismo en una solucion formadora de
recubrimiento con el fin de preservar su calidad y servir de empaque (Fernandez-
Valdés y col 2015). Los biopolimeros mas utilizados en la preparacion de los
recubrimientos comestibles son polisacaridos (almiddn, pectina, celulosa, quitina y

quitosano), proteinas (gelatina, caseina, gluten de trigo y zeina) y lipidos (acido
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estearico, ceras, grasas y ésteres de acidos grasos), los cuales pueden emplearse
individualmente o en combinacion (Chiumarelli y Hubinger 2014; Oleyaei y col 2016),
o incluso con diferentes aditivos plastificantes, como el glicerol o el sorbitol, que dan
la flexibilidad adecuada a la pelicula, disminuyendo su fragilidad y mejorando las
propiedades mecanicas de los hidrocoloides debido a su naturaleza hidrofilica
(Perdones y col 2016). Los recubrimientos comestibles basados en polisacaridos,
como el quitosano, son una alternativa para el empacado de alimentos, por su
biodegradabilidad y costo de produccién bajo, asi como por sus propiedades
biol6gicas. Algunos recubrimientos comestibles elaborados a base de quitosano de
PM alto han mostrado mejores resultados que los recubrimientos de quitosano de
PM bajo (Larez-Velazquez 2006; Ramirez y col 2010; Pareek y col 2013; Dai-Hung y
Su-Kwon 2014; Abdel-Mohsen y col 2016; Chien y col 2016; Vazquez-Luna y col

2019).

c. Aplicaciones del recubrimiento comestible a base de quitosano de peso
molecular y grado de desacetilacion altos

1) Control de la calidad poscosecha

En términos de calidad poscosecha, el quitosano actua como una barrera de
proteccion en los frutos y es implementado con el propésito de mantener sus
atributos organolépticos y alargar su vida util. Se ha demostrado que los
recubrimientos comestibles elaborados de Quitosano Comercial de Peso Molecular
Alto (QCPMA) presentan alta elasticidad, resistencia a la deformacion y matrices

fuertes debido a que tiene cadenas de grado de polimerizacién alto, lo que favorece
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las interacciones polimero-polimero modificando, la cristalinidad y, en consecuencia,

mejora las propiedades mecanicas (Bof y col 2015).

Nuntanid y col (2008) informaron que un aumento en el PM de quitosano
aumenta la resistencia al rompimiento y el alargamiento del recubrimiento
comestible, lo que se traduce en recubrimientos mas fuertes y resistentes al estrés
con buenas propiedades de barrera. En un estudio realizado por Zhang y col (2019)
se menciona que la aplicacion de QCPMA (120 kDa) retraso la senescencia de
nectarina durante su almacenamiento, ya que fue mas efectivo para mantener la
firmeza, reducir la pérdida de peso (PP) y retardar el cambio de color de los frutos en
comparacion con los frutos tratados con Quitosano Comercial Peso Molecular Bajo
(QCPMB) de 30 kDa vy los frutos control. Ademas, el QCPMA de 253.9 kDa influy6 en
los cambios de la firmeza, la PP y criterios subjetivos como nivel de marchitamiento,
nivel de decoloracién y apariencia estética en frutos de kiwi (Drevinskas y col 2017).
Asi también, se ha observado que un quitosano con GD alto (95%) influyé en la
calidad del champifidén shiitake evitando la PP, la disminucion de la firmeza y el

aumento de solidos solubles totales.

De acuerdo con Chen y col (1994) y Ziani y col (2008), los recubrimientos
comestibles preparados con quitosanos con GD alto son mas resistentes a la
degradacion y deformacion que los recubrimientos de los quitosanos con GD mas
bajos, considerandose una excelente alternativa para la aplicacion en los frutos como
barrara externa contra el daio mecanico, quimico y biologico. En otro estudio se
mostraron los efectos de tres GD altos del quitosano (81, 88 y 95%), influyendo

positivamente los tres en la calidad poscosecha de los frutos de fresa (%PP, pH,
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solidos solubles totales (SST), firmeza y el contenido de malonaldehido) (Jiang y col
2021). Un quitosano con 95% GD fue aplicado en aguacate y retuvo la pérdida de

firmeza, asi como el cambio de color en los frutos (Bill y col 2014).

Por otra parte, QCPMA (610 kDa y 75% GD) aplicado en frutos de fresa
retardd el % de pérdida de peso, la acidez titulable y el pH (Hajji y col 2018). Jongsri
y col (2016) mencionan que el recubrimiento de QCPMA provocé un retraso en el
cambio de color, un menor %PP y una produccion menor de etileno en los frutos de
mango tratados con QCPMA (360 kDa y 85% GD) generando una supresion de COo,
lo cual puede deberse a la formacién de una pelicula de barrera que crea una
atmosfera modificada. Por su parte, Xing y col (2018) mencionan que el QCPMA
(300 kDa y 92% GD) inhibe la produccion de malonaldehido en papa. Ruzaina y col
(2017) sefnialan que QCPMA de 300 kDa y 85% GD fue efectivo para reducir el %PP,

mantener la firmeza y el cambio de color del tomate cherry.

2) Inductor del sistema de defensa antioxidante

Adicionalmente a este efecto de barrera y retraso de la maduracion, se
observé que la aplicacion del quitosano en un fruto puede actuar como un inductor,
promoviendo la activacion del sistema de defensa (produccion de compuestos
bioactivos y enzimas antioxidantes). Debido a que el quitosano esta constituido en su
estructura de oligoquitinas y oligoquitosanos, mismos componentes que se
encuentran en los fitopatogenos, la diferencia entre microorganismo y quitosano no
puede ser reconocida y el sistema de defensa del fruto lo considera un ataque por un
agente extrafio desencadenando respuestas del sistema de defensa (Rodriguez-

Pedroso y col 2009; Ngo y Kim 2014).
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Lo anterior se corrobora con un estudio en donde un quitosano con PM alto
(350 kDa) aumento la actividad de las enzimas antioxidantes como superéxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), obteniéndose un efecto antioxidante mayor que
mejoro la viabilidad celular y atenu6 la produccion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) en las células inducidas por la oxidacion (Yang y col 2016).

Por su parte, Zhang y col (2019) observaron el efecto del quitosano con PM
alto y bajo (120 kDa y 30 kDa) sobre el contenido de fendlicos y flavonoides totales,
la capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) y la actividad de ascorbato peroxidasa
(APX), los cuales tuvieron niveles mas altos en la fruta de nectarina tratada con
QCPMA en comparacion con los frutos tratados con QCPMB vy los frutos control. Hua
y col (2019) sefialan que la actividad enzimatica de peroxidasa (POD) en frutos de
kiwi tratados con QCPMA (342 kDa) fue significativamente mayor en comparacion
con los frutos control, dichos autores atribuyeron los efectos protectores del
quitosano al PM y al GD, ya que dichas caracteristicas generan un aumento de las

actividades de enzimas antioxidantes y a la reduccion de ROS intracelulares.

Respecto al GD del quitosano, Jiang y col (2019) sefalaron los efectos que
ejerce el biopolimero al presentar 81, 88 y 95% GD, aumentando el contenido de
flavonoides totales y la actividad de SOD, asi como disminuir el contenido de
malonaldehido en frutos de fresa. Por su parte, Park y col (2004) evaluaron el efecto
del quitosano con 50%, 75% y 90% GD sobre la actividad de eliminacion contra
distintos radicales (DPPH, "OH y O?%), encontrando que dicha actividad aumento
significativamente para el quitosano con 90% GD en comparacion con los otros dos

PM. También, se observé que la aplicacion de un quitosano con 90% GD sobre el
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fruto de pera incremento la actividad antioxidante en comparacion con los frutos no
tratados (Zheng y col 2019). Por su parte, Bill y col (2014) observaron un aumento en
la actividad antioxidante por el método de DPPH, POD, fenilalanina amonio liasa, -
1,3-glucanasa, quitinasa, CAT, SOD vy el contenido de fendlicos totales cuando los
frutos de aguacate fueron sometidos a un recubrimiento de quitosano con un GD alto

del 95%.

En otras investigaciones, el QCPMA con 610 kDa y 75% GD aumenté el
contenido de carotenoides en frutos de fresa (Hajji y col 2018). Asi mismo,
Petriccione y col (2018) senalaron la efectividad QCPMA (360 kDa y 90% GD) al
retrasar la pérdida en el contenido de fendlicos totales y la actividad de enzimas
antioxidantes como SOD y APX, en comparacién con los frutos control. Jongsri y col
(2016) senalaron que el H2O2 (parametro oxidativo) disminuy6 y el contenido de
acido ascoérbico, fendlicos totales y flavonoides libres aumentaron al igual que la
capacidad de DPPH y las actividades enzimaticas de CAT y APX en frutos de mango
tratados con QCPMA (360 kDa y 85% GD) en comparacion con los frutos tratados
con QCPMM (270 kDa y 90% GD) y QCPMB (40 kDa y 91% GD). Xing y col (2018)
mencionan que un QCPMA (300 kDa y 92% GD) aumenta la actividad de fenilalanina
amonio liasa y SOD en papa. La aplicacion de un quitosano de peso molecular alto
de 280-300 kDa y 88% GD en manzana provocd un incremento en la capacidad
antioxidante (DPPH), reductora, quelante y actividad de eliminacion de radicales
hidroxilos (Jung y Zhao 2012). Asi mismo, un aumento en la capacidad antioxidante
fue observado al momento de aplicar un QCPMA de 310-375 kDa y 85% GD en uva

(Abd EI-Rehimy col 2012).
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3) Control de enfermedades poscosecha

Aun cuando los frutos son capaces de desencadenar diversos mecanismos de
defensa en contra de patogenos, incluyendo la sintesis de enzimas, producciéon de
compuestos bioactivos, lignificacion, engrosamiento de las paredes celulares y
muerte celular localizada para restringir el desarrollo del patégeno; estos
mecanismos de defensa no son suficientes para detener el desarrollo del patégeno,
por lo que es necesario tomar medidas efectivas para combatir la enfermedad

(Loureiro y col 2012; Mikulic-Petkovsek y col 2013).

Entre las medidas mas efectivas para evitar problemas fitopatologicos se
encuentra el uso de recubrimientos comestibles como el quitosano. Como se
menciono anteriormente, la aplicacion de dicho recubrimiento genera un importante
retraso en la maduracion de frutos. Este efecto es comiunmente aprovechado para
reducir el desarrollo de microorganismos que ocasionan enfermedades poscosecha
(Zhou y col 2016). Esto sucede debido a que el recubrimiento produce un desbalance
entre la concentracion de oxigeno y didxido de carbono, que retarda la degradacion
de acidos organicos, liberacion de azucares simples y ablandamiento del fruto. Todos
estos eventos en conjunto contribuyen a tener condiciones menos favorables para

los hongos y evitar que penetren por la epidermis del fruto (Zhang y col 2019).

La actividad antimicrobiana del quitosano parece estar estrechamente ligada
con su PM, una disminucion en este parametro provoca un descenso en el numero
de especies de hongos inhibidos, por lo tanto, existe cierto requerimiento minimo de
tamano molecular para poder mostrar actividad antifungica (Moreno y col 2016; Lima-
Oliveira y col 2018; dos Passos Braga y col 2019). Un estudio en Fusarium solani
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demostré que se necesitan al menos siete residuos de glucosamina en el quitosano
para acumularse en el interior celular del hongo y evitar el crecimiento micelial, la
esporulacion y la germinacion (Hadwiger y col 1986). Por otra parte, la inhibicién del
crecimiento se ha relacionado con los grupos aminos protonados del quitosano, los
cuales puede neutralizar las cargas electronegativas de la superficie celular fungica
creando desordenes y muerte celular (Hirano y Nagao 1995; Bautista-Bafios y col
2004). Otras posibles explicaciones de la actividad fungicida del quitosano se
relacionan con la inhibicion de la sintesis de algunas enzimas presentes en los

hongos o la ocurrencia de alteraciones citologicas (Colina y col 2014).

Diversos autores han encontrado que el quitosano de PM alto es efectivo para
inhibir el desarrollo in vitro de hongos como Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum
y Penicillium italicum, asi como el desarrollo in vivo al inhibir el desarrollo de
Alternaria kikuchiana en frutos de pera (Chien y Chou 2006; Pacheco y col 2010;
Meng y col 2010; Hernandez-Lauzardo y col 2011). Un rango de pesos moleculares
altos fue estudiado (310-375 kDa) en el desarrollo in vitro de dos cepas de C.
gloeosporioides aisladas de frutos infectados de papaya, los resultados mostraron
que los quitosanos fueron igual de efectivos para el control antifungico (Bautista-
Bafios y col 2003). La aplicacion de QCPMA de 300 kDa exhibi6 una potente
actividad microbiologica en los frutos de papaya (Dotto y col 2015). De igual modo,
se menciona que el GD juega un papel crucial en la actividad antifungica del
quitosano y que a mayor GD (95%) y mayor PM (1,210 kDa) se presenta una mayor

actividad bacteriostatica y bactericida contra Escherichia coli y Staphylococcus
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aureus (Li y col 2015). También, un quitosano con un GD alto (95%) fue eficaz para

el control de C. gloeosporioides en frutos de aguacate (Bill y col 2014).

Por otra parte, Xing y col (2018) sugieren que el QCPMA de 300 kDa y 92%
de GD controla efectivamente la infeccion de Ceratocystis fimbriata en papa.
Ademas, Silva-Garcia y col (2018) evaluaron el efecto de quitosanos de tres pesos
moleculares (alto, medio, bajo) de 248, 140 y 76 kDa con GD de 81%, 84% y 79%,
respectivamente, y observaron que el QCPMA generé una actividad antifungica
mayor contra Candida spp., y mencionan que el PM puede alterar el efecto del
quitosano de dos maneras: en primer lugar, un PM alto presenta una mayor
adsorcion y cobertura de las paredes celulares, debilitamiento de la membrana y
rotura y fuga celular; en segundo lugar, un PM bajo puede penetrar en las células
facilmente, lo que lleva a la inhibicion de varias enzimas y la interrupcién de la

sintesis de proteinas, que interactua con la sintesis del ARNm.

Se ha evidenciado por Lima-Oliveira y col (2018) que en un rango de 190-310
kDa y 75-85% GD el quitosano controla el crecimiento micelial de cinco especies
patogenas de Colletotrichum (C. asianum, C. siamense, C. fructicola, C. tropicale y
C. karstii), asi como el desarrollo de antracnosis en guayaba, mango y papaya. En
otro estudio, se evalué un QCPMA de 610 kDa y 75% de GD sobre Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum y Aspergillus flavus en frutos de fresa obteniendo un control

sobre la incidencia de los tres hongos (Hajji y col 2018).
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4) Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad fungica que se encuentra distribuida en
areas tropicales y subtropicales a nivel mundial afectando los frutos principalmente
en poscosecha (Rojo-Baez y col 2017). Esta enfermedad provoca grandes pérdidas
economicas debido a que los sintomas de antracnosis, por lo general, no son
detectables en precosecha o al momento de la cosecha ya que aparecen cuando los
frutos estan madurando o cuando estan maduros, debido a que las esporas del
hongo, después de haber germinado y penetrado de manera directa la cuticula del
fruto, permanecen latentes mientras el fruto esté inmaduro pero se reactiva la
invasion durante su maduracién causando una severa descomposicién durante el
almacenamiento, transporte y distribucion (Casarrubias-Carrillo y col 2002; Zhao y

col 2013; Madani y col 2014).

Uno de los frutos con mayor susceptibilidad al ataque por antracnosis es la
papaya en la cual se reportan pérdidas por la enfermedad entre el 40% y el 100% de
la produccion del fruto (Ayon-Reyna y col 2018). En papaya, la antracnosis es
causada por el hongo filamentoso Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc. de la
familia de los Ascomycetes cuya infeccibn causa la aparicion de sintomas
indeseables, iniciando con una emision de latex sobre la superficie del fruto, seguido
de la aparicion de lesiones de color marrén, que al avanzar se tornan circulares,
acuosas y comienzan a hundirse, mostrando margenes claros y translucidos. En una
severidad avanzada de la enfermedad, en el centro de la lesion se producen masas

de esporas de color salmén (Zavala-Leon y Alejo 2012).
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La incidencia y la severidad de antracnosis causada por C. gloeosporioides
disminuyeron en el fruto de mango en presencia de QCPMA con 360 kDa y 85% de
GD (Zhou y col 2016). La reduccion de incidencia y severidad de la enfermedad de
antracnosis podria estar asociada con la activacion de las enzimas fenilalanina

amonio liasa, quitinasa y $-1,3-glucanasa (Zhou y col 2016).

B. PAPAYA

1. Generalidades

La papaya (Carica papaya L.) es uno de los frutos mas importantes y
ampliamente distribuidos en los paises tropicales y subtropicales del mundo, debido
a que su elevado valor nutritivo y excelente sabor contribuyen a su consumo alto
(Dharmarathna y col 2013; Iniestra-Gonzalez y col 2013). La parte comestible del
fruto es dulce, suave y jugosa, por lo que es requerido principalmente para el
mercado de frutas frescas, pero otros sectores relacionados a la produccién de
papaya estan ganando importancia en el area farmacéutica y de los alimentos
procesados debido a sus caracteristicas nutricionales (Alam y col 2013; Pinto y col

2013).

2. Origen y antecedentes

Se sefala que el cultivo de papaya fue descubierto por el conquistador
espanol Hernan Cortés al sur de los estados de Tabasco y Yucatan en 1519, luego
fue distribuido hacia Filipinas y de alli a Africa y al Oriente. Sin embargo, la primera
mencion literaria de la existencia de la planta de papaya fue hecha en Europa en
1535 por el autor espafiol G. H. de Oviedo en su libro “La natural historia de las

Indias” en el cual informé al rey de Espafia del descubrimiento del crecimiento de
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papayas entre el sur de México y el norte de Nicaragua (de Oliveira y Vitéria 2011;
Kalam-Azad y col 2013). Es importante mencionar que, especificamente la variedad
Maradol se obtuvo en Cuba tras largos afios de mejoramiento, siendo su creador el
investigador cubano Adolfo Rodriguez Rivera quien la desarroll6 en un periodo de
diez afios (Juan-Mariano 2009). En el afio 1956 logré mediante auto polinizacion la
completa variedad, obteniendo ademas una reduccién del tamafio del fruto, alto
rendimiento y una mayor vida de anaquel. EIl nombre de la variedad “Maradol”
proviene del nombre de su creador “Adolfo” y su esposa “Maria” (Sanchez-Olvera
2003). Actualmente, Maradol es la variedad con mayor produccion a nivel mundial
debido a sus excelentes caracteristicas organolépticas y nutricionales, que le otorgan

beneficios a la salud del consumidor (John y col 2018).

3. Composicién quimica y nutrimental

El fruto de papaya presenta excelentes propiedades nutrimentales, lo cual
ofrece beneficios a la salud del consumidor; ademas, cuenta con contenido alto de
agua (85.90 g/100 g de fruto fresco (gff)) y contenido calérico y graso bajo (23.10 y
0.05 g/100 dff, respectivamente), mientras que aproximadamente el 6% del fruto
corresponde a proteina total (USDA 2019). Asi mismo, los carbohidratos principales
encontrados en la fruta son glucosa, sacarosa y fructosa (Widyastuti y Srianta 2011).
También posee macro y micro minerales como el sodio, potasio, calcio, magnesio,
fésforo, hierro, cobre, zinc y manganeso; ademas, es una excelente fuente de

vitaminas como A, B1, Bz, Be, y K (Cuadro 1) (Nwofia y col 2012).
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Cuadro 1. Composicion en fresco del fruto de papaya

Componentes por 100 g de porcion comestible

Calorias

Humedad

Proteinas

Grasas

Carbohidratos

Fibra cruda

Cenizas

Calcio

Hierro

Potasio

Sodio

Fosforo

Fuente: Ceballos-Chan (2005).

23.10-25.80 g
85.90-92.60 g
0.081-0.34 g
0.05-0.96 g
6.17-6.75 g
0.51-1.30 g
0.31-0.66 g
12.90-40.80 mg
0.25-0.78 mg
183.0 mg
4.0 mg

12.0 mg



Nutricionalmente, el fruto presenta un contenido alto de vitamina C (acido
ascorbico) y pro-vitamina A (carotenoides), clasificandose como una de las
principales fuentes frutales de acido ascoérbico (AA) con un rango promedio de 44 a
60 mg/100 gff (Gebhardt y Thomas 2002). El contenido de AA y pro-vitamina A
puede variar entre cultivar o por la riqueza nutricional del lugar de crecimiento y la
madurez del fruto. Especificamente, cuando el proceso de maduracién comienza, la
clorofila se va degradando y la sintesis de carotenoides va aumentando, lo que
resulta en un cambio significativo de color de verde a amarillo-naranja con valores
promedio que van desde 0.36 hasta 3.4 mg/100 gff, en donde los principales
carotenoides presentes en el fruto son el licopeno, B-criptoxantina y [-caroteno
(Gayosso-Garcia y col 2011; |Ikram y col 2015). Asi mismo, se han reportado
diversos compuestos fendlicos presentes en la pulpa de papaya cultivar Maradol
tales como acido ferulico, acido p-cumarico, acido caféico, acido m-cumarico,
quercetina, apigenina, kaempferol, miricetina y luteolina (lkramy col 2015).

Los carotenoides, junto con los compuestos fendlicos y flavonoides presentes
en los frutos de papaya, presentan propiedades antioxidantes y antimicrobianas
importantes, atribuyéndosele accidon preventiva frente a la proteccion del fruto, al
cancer y las enfermedades cardiovasculares del consumidor (Gayosso-Garcia y col
2011; Hewajulige 2016).

La capacidad antioxidante de los frutos de papaya esta mediada en gran parte por el
acido ascorbico que es uno de los antioxidantes que actua modificando las moléculas
de superoxido y otras formas reactivas de oxigeno, a las cuales cede un electrén
para estabilizarlos, protegiendo de esta manera a las moléculas del dafio oxidativo

(Udomkun y col 2015). Asi mismo, los carotenoides y los compuestos fendlicos
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también les confieren capacidad antioxidante a los frutos gracias a su propiedad
quelante de metales de transicion y su accion atrapadora de radicales libres

(Gonzalez-Anzar 2015).

4. Importancia econémica de la papaya

A nivel mundial, la mayor produccion de papaya se localiza en Asia con el
49.3% de la produccion total, seguido del continente americano con el 37.2%,
mientras que el resto de la produccién se concentra entre Africa y Oceania con
13.4% y 0.1%, respectivamente. Los principales paises productores son India, Brasil,
México, Indonesia, Republica Dominicana, Nigeria, Republica Democratica, Cuba y
Colombia (Cuadro 2). En donde India destaca como el principal productor con 5,
940,000 ton de fruto fresco, seguido de Brasil con 1, 057,101 ton y México con

961,768 ton (FAOSTAT 2023).

En Meéxico la produccion de papaya variedad Maradol se extiende
ampliamente por toda la Republica Mexicana y es exportada a varios paises
(SAGARPA 2023). En el 2021, México genero una produccion nacional de 2, 582,146
ton con una superficie de 19,114 hectareas sembradas, siendo Oaxaca el principal
productor con 2, 087,457 ton aportando el 39.21% de la produccidén seguido de
Colima y Veracruz con 1, 220,330 y 1, 118,940 ton, respectivamente (Cuadro 3)

(SAGARPA 2023).

Actualmente, México ocupa el primer lugar en exportacién de papaya seguido
de Guatemala y Brasil, siendo los principales destinos Estados Unidos y Canada

(FAOSTAT 2023). Sin embargo, las exportaciones de papaya y ganancias asociadas
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Cuadro 2. Produccion mundial de papaya durante el 2021.

Pais Produccién (ton)

India 5, 940,000

Brasil 1, 057,101
México 961,768
Indonesia 875,112
Republica Dominicana 869,306
Nigeria 837,738
Republica Democratica 214,836
Cuba 189,086
Colombia 179,979
Venezuela 178,740

Fuente: FAOSTAT (2023).
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Cuadro 3. Produccion nacional de papaya durante el 2021.

Estado Produccién (ton)
Oaxaca 2,087,457
Colima 1, 220,330
Veracruz 1, 118,940
Chiapas 953,754
Michoacan 486,767
Guerrero 299,804
Jalisco 146,906
Campeche 140,955
Yucatan 112,318
Tabasco 89,464

Fuente: SAGARPA (2023).
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a esta actividad pueden ser mermadas en gran medida debido a la rapida
maduracion del fruto, susceptibilidad a dafos fisicos, y sobre todo la gran incidencia
de antracnosis en México y el mundo. A nivel poscosecha es esencial extender la
vida util de frutos como la papaya con diferentes tecnologias (e.g. recubrimientos
comestibles) que garanticen su valor comercial o incluso provean un valor agregado

(Valencia-Sandoval y col 2017).
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V. JUSTIFICACION

La quitina es un biopolimero ampliamente distribuido en el mundo, presente
en las estructuras de los animales marinos como el camarédn, a partir de ella se
puede obtener quitosano el cual es un biomaterial de importancia en la industria de
alimentos. Sin embargo, la extraccidn de la quitina y la obtencion del quitosano se
realizan por procesos termoquimicos, los cuales comprometen la calidad del
quitosano. El proceso biotecnolégico que comprende la fermentacidn acido lactica y
desacetilacion enzimatica implementando enzimas como QDA es una buena opcion
debido a que el proceso puede generar un quitosano de PM y GD altos. Estas
caracteristicas le otorgan al quitosano mejores propiedades antimicrobianas y de
barrera que lo vuelven un mejor tratamiento para los frutos que son susceptibles a
antracnosis como la papaya, beneficiando su comercializacion. Aunado a esto, no
existe informacion reportada acerca de la optimizacion del proceso de obtencion del
quitosano por el método biotecnoldgico (fermentacidn acido lactica y desacetilacion
enzimatica) a partir de residuos de camaron, asi como del impacto de su alto PM y
GD sobre el control de antracnosis, contenido nutrimental y la actividad antioxidante
en frutos como papaya. Por ello, es interesante conocer el efecto del quitosano
obtenido por el proceso biotecnoldgico optimizado sobre el desarrollo de antracnosis,
las caracteristicas de calidad poscosecha y el sistema antioxidante de frutos de

papaya inoculados con el hongo Colletotrichum gloeosporioides.
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VI. HIPOTESIS
La aplicacion de un recubrimiento comestible de quitosano de peso molecular
y grado de desacetilacion altos obtenido por un proceso biotecnoldgico optimizado
(fermentacidén acido lactica y desacetilacion enzimatica) a partir de residuos de
camaron presenta una mayor inhibicion del desarrollo de antracnosis, mejora la
calidad poscosecha y activa el sistema antioxidante exogeno (compuestos
bioactivos) y endégeno (enzimatico) de frutos de papaya inoculados con el hongo

Colletotrichum gloeosporioides en comparacion con quitosano comercial.
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VIl. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Optimizar el proceso biotecnolégico (desacetilacion enzimatica) para la
obtencion de quitosano de peso molecular y grado de desacetilacion altos a partir de
quitina optimizada obtenida de residuos de camaron y evaluar el efecto de su
aplicacion como recubrimiento comestible sobre el desarrollo de antracnosis, calidad
poscosecha y sistema de defensa antioxidante en frutos de papaya infectados con el
hongo Colletotrichum gloeosporioides en comparacion con quitosano comercial.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener la mejor concentracion del in6culo enzimatico que contiene a quitina
desacetilasa y contenido de nutrientes para la obtencion de quitosano de peso
molecular alto a partir de quitina optimizada obtenida de desechos de
camaron, con grado de desacetilacion y peso molecular altos.

2. Caracterizar fisica, quimica y estructuralmente la quitina y el quitosano
obtenidos por proceso biotecnolégico optimizado a partir de desechos de
camaron.

3. Evaluar el efecto de la aplicacion del recubrimiento de quitosano
biotecnolégico optimizado (QTS B) y quitosano comercial (QTS C) sobre
antracnosis en frutos de papaya inoculados con el hongo C. gloeosporioides.

4. Analizar el efecto de la aplicacion de recubrimiento de QTS B y QTS C sobre
la microestructura de frutos de papaya infectados con el hongo C.

gloeosporioides.
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5. Estudiar los cambios en la calidad poscosecha (pérdida de peso, firmeza,
color externo y solidos solubles totales) y en el contenido de compuestos
bioactivos (acido ascorbico, fendlicos totales, flavonoides totales, carotenoides
totales) durante el almacenamiento de frutos de papaya tratados con QTS B y
QTS C.

6. Determinar los cambios en la actividad de las enzimas del sistema
antioxidante endégeno (CAT y POD) durante el almacenamiento de frutos de

papaya tratados con QTS By QTS C.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron desechos de camardn
(cabezas, cascaras y colas) (Litopenaeus vannamei) obtenidos en un mercado de la
localidad de Culiacan, Sinaloa. Los desechos fueron transportados al Laboratorio de
Bioprocesos y Alimentos Funcionales de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas
de la Universidad Autbnoma de Sinaloa, donde fueron lavados y triturados con un
extractor eléctrico, posteriormente pesados y congelados para su conservacion,
hasta su uso. El suero de leche fue proporcionado por una empresa quesera de la
localidad, al cual se le ajusto el pH entre 4.5 y 5 antes de comenzar la FAL. La
melaza fue proporcionada por el ingenio azucarero de El Dorado, Sinaloa. El hongo
Colletotrichum gloeosporioides fue proporcionado por el Laboratorio de Fisiologia y
Tecnologia Poscosecha de la Universidad Autonoma de Sinaloa. El quitosano
comercial fue obtenido de la empresa Vepinsa de la ciudad de Los Mochis, Sinaloa.
Los frutos de papaya (Carica papaya L.) cv. Maradol con indice de madurez 3 fueron
obtenidos de un huerto cercano a Culiacan, Sinaloa, México y seleccionados con
base en la libertad de golpes, ausencia de dafios por microorganismos Yy fungicida

sintético.

B. METODOS

El desarrollo de este proyecto se realizé en tres etapas, en la primera etapa se
llevd a cabo la aplicacion de tres quitosanos comerciales de diferentes pesos
moleculares (55, 25 y 13 kDa) para la eleccion del peso molecular con mayor efecto

sobre la calidad poscosecha y control de antracnosis, asi como el sistema
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antioxidante. En la segunda etapa se obtuvo y caracteriz6 quitosano optimizado a
partir de quitina extraida de desechos de camardn por procesos biotecnoldgicos
optimizados (fermentacion lactica y desacetilacion enzimatica por la enzima quitina
desacetilasa extraida del hongo C. gloeosporioides) (Figura 3). Por ultimo, en la
tercera etapa se realiz6 una comparacion de la efectividad in vitro e in vivo del
quitosano biotecnoldgico optimizado con el quitosano comercial de peso molecular
alto, asi como con un fungicida quimico (tiabendazol) en frutos de papaya cv.
Maradol, en donde los parametros evaluados fueron actividad antifungica, calidad

poscosecha, contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante (Figura 4).

| C . .
1. Primera etapa: Aplicacién de tres quitosanos comerciales

a. Espesory permeabilidad al vapor de agua de las peliculas

Para la formacion de la pelicula se disolvié quitosano al 1% con acido acético al
2% durante 24 h a temperatura ambiente, el quitosano fue desgasificado con
ultrasonido por 15 min, se vaciaron 20 mL de quitosano en placas de policarbonato
(10x10 cm?) y se metieron a una estufa a 45 °C por 6 h hasta evaporar el agua. El
espesor de la pelicula se midi6 con un micrometro digital (Mitutoyo Corp., Kawasaki-
shi, Japon). Se tomaron tres mediciones en lugares aleatorios a lo largo de cada
pelicula y el valor medio se utilizé para el calculo. La permeabilidad al vapor de agua
(PVA) se determin6 de acuerdo con Calderon-Castro y col (2018). Las peliculas se
colocaron en la parte superior de los frascos de vidrio que contenian 15 g de cloruro

de calcio JT Baker, Center Valley, EE. uu.).
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Figura 3. Diagrama de la segunda etapa del experimento.
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Posteriormente, los matraces se colocaron en un desecador (Dry Keeper, Sanplatec
Corp., Osaka, Japon) con una solucién saturada de cloruro de sodio para generar
una HR del 75%. La ganancia de peso de los frascos de vidrio con cloruro de calcio
se registro cada 12 h durante 4 dias. Estos procedimientos se realizaron cinco veces,
y los datos generaron un grafico de aumento de peso frente al tiempo. La PVA se

determind de acuerdo con la siguiente ecuacion:
PVA=MpxEAxtxAp

Donde:

Mp = masa de humedad absorbida (g)

E = espesor de la pelicula (m)

A = area de pelicula expuesta (m?)

t = tiempo (s)

Ap = diferencia de presion parcial a traves de la pelicula (Pa)

b. Ensayo antifungico in vitro

Para preparar la suspension de conidios del hongo, a placas Petri conteniendo un
cultivo de 2 semanas de C. gloeosporioides se les afiadié agua destilada estéril y se
realizé un raspado con un asa de plastico estéril para liberar los conidios de la
superficie de las cajas. La suspension de conidios se filtro a través de 3 capas de tela
de organza estériles y su concentracion se ajustoé a 1x108 conidios/mL (Ayén-Reyna
y col 2018). El conteo de esporas se realizO con un hemacitometro (Neubauer

Improved, Optik Labor; Lancing, United Kingdom), colocando 100 pL de la
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suspension de conidios por pocillo (Ong y Ali 2015). El conteo de conidios se realizo
utilizando un microscopio Optico a una amplificacion de 40X (Axiophot photo-
microscope Carl Zeiss, Germany). Para el ajuste de la concentracién de esporas se
utilizé la férmula C1-V1=Ca2-V2. Para llevar a cabo la evaluacion antifungica in vitro, se
prepararon los distintos quitosanos siguiendo la metodologia de Lopez-Mora y col
(2013) con algunas modificaciones. Se elaboraron tres soluciones que correspondian
a QCPMA (55 kDa), QCPMM (25 kDa) y QCPMB (13 kDa) todos al 1%, los cuales se
disolvieron en agua destilada estéril con 1% de acido acético y agitacion constante
por 24 h a temperatura ambiente. Por otra parte, se prepardé una soluciéon de un
fungicida quimico (tiabendazol) a una concentracion de 0.5 mg/mL en agua destilada
estéril. Todas las soluciones se ajustaron a pH 5.5 con una solucién de NaOH 1N.
Posteriormente, a las soluciones de quitosano y tiabendazol se les agregé PDA y se
esterilizaron para después vaciarse y solidificarse en placas Petri de 85 mm de

diametro a temperatura ambiente.

c. Inhibicion del crecimiento radial micelial

Para la determinacion del crecimiento radial micelial del hongo, las cajas Petri
elaboradas previamente que contenian PDA con QCPMA, QCPMM, QCPMB o
tiabendazol se inocularon de manera puntual en el centro de cada caja con 1 pyL de la
suspension de esporas de C. gloeosporioides (1x108 conidios/mL). Las cajas Petri
inoculadas fueron incubadas a 28 °C durante 7 dias, hasta el momento en el cual el

crecimiento del hongo en las cajas control alcanzé el borde de la placa.
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Cajas conteniendo unicamente PDA se utilizaron como control negativo. Por cada
tratamiento se realizaron 3 réplicas. Se midi6 la fungitoxicidad de los tratamientos en
términos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, calculado mediante la
siguiente formula:

%Inhibicion del crecimiento radial micelial = ? x100

Donde:
C= Crecimiento radial del hongo en el control

T= Crecimiento radial del hongo en presencia de cada tratamiento

d. Inhibicién de la germinacién de conidios

La evaluacion de la inhibicidn de la germinacion de conidios se llevo a cabo de
acuerdo a Lopez-Mora y col (2013). Para la germinacién de conidios se pipetearon
100 pL de la suspension conidial (1x10® conidios/mL) en las cajas Petri que
contenian PDA (control negativo), PDA con un tiabendazol (control positivo) y PDA
con QCPMA, QCPMM o QCPMB al 1%. Posteriormente, la suspension de esporas
se esparcio con un asa estéril y las cajas se incubaron a 28 °C durante 6 h. La
germinacién de conidios fue examinada usando un microscopio Optico a una
amplificacion de 40X (Microscopio fotoeléctrico Carl Zeiss, Alemania). Se examinaron
cien conidios y la germinacion se establecio mediante el desarrollo de tubos
germinativos. Un conidio se consider6 como germinado cuando la longitud del tubo

germinativo igual o excedié la mitad de la longitud del conidio. Los resultados fueron
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expresados como porcentaje de inhibicion de la germinacion usando la férmula

descrita por Ong y col (2013).

G
% Inhibicion de germinacion=1— ( )xlﬂﬂ

Gc
Donde:
G = Numero de esporas germinadas en el tratamiento.

Gc = Numero de esporas germinadas en el control.

e. Efecto fungistatico/fungicida

El efecto fungistatico o fungicida de los tratamientos se determin6 de acuerdo a lo
reportado por Ayon-Reyna y col (2022). Se realizé un corte cilindrico de 1 cm al agar
de las cajas Petri que fueron utilizadas en el ensayo de crecimiento radial micelial
que no mostraron crecimiento del hongo. Posteriormente, los discos fueron
transferidos a cajas con PDA fresco y se incubaron durante 7 dias a 25 °C, para
observar cualquier recuperacion de crecimiento. Se determiné el efecto fungistatico si
se observod crecimiento después del periodo de incubacion y efecto fungicida si no se

observo crecimiento.

f. Ensayo antifungico in vivo

Los frutos de papaya fueron lavados, desinfectados con NaClO (1%),
seleccionados y divididos en cinco lotes. Posteriormente, los frutos de todos los lotes
se inocularon por inmersidén durante 5 min en una suspension de esporas de C.
gloeosporioides a una concentracion de 1x10° conidios/mL y se dejaron a
temperatura ambiente para retirar el exceso de humedad. Una vez inoculados los

frutos, se aplicaron los tratamientos por inmersién. En el primer lote los frutos de
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papaya no fueron tratados (control), los frutos del segundo lote se trataron con el
fungicida tiabendazol a una concentracion de 0.5 mg/mL, los frutos del tercer lote
fueron tratados con QCPMA, mientras que los frutos del cuarto y quinto lote fueron
tratados con QCPMM y QCPMB, todos a una concentracion del 1% (p/v). Todas las
inmersiones con los tratamientos fueron realizadas por 40 s, después se dejaron a
temperatura ambiente por 2 h y se almacenaron durante 12 dias a 25 °C a una

humedad relativa de 90-95 % (Lopez-Mora y col 2103).

1) Incidencia de antracnosis

La incidencia de la enfermedad de antracnosis se realiz6 de acuerdo a lo
reportado por Ong y Ali (2015) con base en los sintomas de antracnosis en la
superficie de los frutos. El efecto de los tratamientos sobre la incidencia de la
enfermedad se evaluo diariamente a partir del dia que se presentaron sintomas y se
expresd como porcentaje de frutos que mostraron sintomas de antracnosis del total
de frutos de cada tratamiento, usando la siguiente formula:

# frutos infectados
Incidencia de antracnosis (%) = - x100
Total de frutos inoculados

2) Severidad de antracnosis

La severidad de antracnosis se evalud visualmente cada tercer dia en los
frutos que fueron inoculados con el hongo y se reportd6 como porcentaje de la

superficie de la fruta con sintomas de antracnosis (Madani y col 2016).
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g. Analisis histolégico

1) Microscopia 6ptica

La preparacion de las muestras para su observacién en el microscopio éptico se
realizé utilizando la metodologia reportada por Phothiset y Charoenrein (2014) con
algunas modificaciones. Se realizaron cortes de papaya de 1 cm x 1 cm
aproximadamente a los 0 y 12 dias de almacenamiento, los cuales se colocaron en
tubos eppendorf de 15 mL conteniendo 8 mL de una solucidn fijadora (FAA) por 48 h,
la cual contenia 50% de etanol absoluto, 5% de acido acético glacial, 10% de
formaldehido y 35% de agua destilada. Posteriormente, las muestras se
deshidrataron mediante cambios en concentraciones de etanol al 50%, 70%, 96% vy
100%, después fueron transferidas a una solucion de etanol absoluto y xileno (1:1),
seguido de tres cambios en xileno al 100%. En cada uno de los cambios se mantuvo
la muestra en agitacion por 5 h. Enseguida, las muestras se infiltraron en parafina
grado histolégico a 60-30 °C por 24 h haciendo cambios cada 12 h. Se realizé una
inclusion en parafina en moldes que se pusieron en refrigeracion por 2 h y
posteriormente se obtuvieron cortes histologicos de 10 um de grosor con ayuda de
un microtomo. Los cortes se colocaron en un bafio de flotacion con agua caliente (43
°C) mas grenetina (1 g/L) y se recuperaron en portaobjetos a los cuales se les retird
el exceso de parafina en una estufa a 62 °C por 5 min, seguido de 3 cambios de
xileno (3 min cada uno). Para la tincidn, las muestras se sumergieron en una solucion
con safranina al 1% y etanol (al 50%) por 24 h, posteriormente se deshidrataron en
una serie gradual de etanol al 50%, 70% y 96% (3 min en cada uno), seguido de una

tincion con verde rapido al 0.1% por 3 min y se lavaron con etanol al 96% y tres
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cambios de xileno (3 min cada uno). Finalmente, las muestras fueron fijadas
utilizando acrilico y protegidas con un cubreobjetos, para posteriormente ser
observadas en un microscopio 6ptico binocular “Primo Star” con iluminacion led y
halégeno marca Carl Zeiss, las imagenes fueron digitalizadas utilizando la camara

del microscopio anexada al programa Zen2 Blue Edition.

h. Parametros de calidad poscosecha

1) Pérdida de peso

La pérdida de peso se determin6 de acuerdo a la metodologia reportada por
Rashid y col (2015). Se pesaron 9 frutos de cada tratamiento previamente
seleccionados durante todo el almacenamiento. Se registro el peso de los frutos cada
dia con el empleo de una balanza Sartorius modelo TE 4101 (Goettingen, Alemania).
Los valores se expresaron como porcentaje de pérdida de peso en relacion al peso

inicial del mismo, segun la siguiente ecuacion:

% pérdida de peso = peso inicial/peso final * 100

2) Color externo

Para la evaluacion del color en cascara de papaya se utilizd un colorimetro
Minolta CR 200 (Minolta Co. Ltd., Osaka, Japon). Las mediciones fueron hechas en la
region ecuatorial de las caras opuestas de cada fruto y se tomaron evitando las
lesiones fungicas de acuerdo con lo reportado por Rashid y col (2015). Los
parametros evaluados fueron luminosidad (L*), croma (C*) y tinte (Hue) empleando la

escala de color CIELAB.
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3) Firmeza

La medicion de la firmeza se realizé utilizando un penetrometro digital (Chatillon
DFE Ametek modelo E-DFE-100; AMETEK Inc, Largo, Fl., EUA) equipado con una
punta cilindrica de 11 mm de diametro y programado para penetrar 5 mm de
profundidad con una velocidad constante de 50 mm/min (Ayon-Reyna y col 2015).
Las mediciones fueron realizadas sobre rebanadas de papaya de 1 cm de grosor
cortadas horizontalmente, las cuales fueron obtenidas del centro del mesocarpio de

la region ecuatorial de cada fruto. Los resultados se expresaron en Newton (N).

4) Solidos solubles totales (SST)

El contenido de SST se determiné de acuerdo al método oficial 22.014 de la
AOAC (2012) utilizando un refractdmetro manual (Fisherbrand by Fisher Scientific
S66366, Ltd, Nepean, Ontario, Canada). Diferentes partes del mesocarpio fueron
seccionadas y maceradas, y el jugo obtenido fue colocado directamente en el

refractdmetro. Los resultados se reportaron como °Brix.
i. Compuestos bioactivos

1) Acido ascérbico (AA)

La concentracion de AA fue determinada de acuerdo a Durust y col (1997).
Tejido fresco (0.5 g) fue homogenizado con 15 mL de acido oxalico al 0.4% por 1 min
en un homogenizador Ultra-Turrax T18 (IKA Works, Inc. Wilmington, NC, EUA). Una
alicuota (1 mL) de acido oxalico se mezcl6é con 1 mL de amortiguador de acetato (30
g de acetato de sodio anhidrido + 70 mL de agua desionizada + 100 mL de acido

acético glacial) y 8 mL de DCPI (sal 2,6-diclorofenolindofenol disodio) (12 mg/L H20
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desionizada) por 15 s y la absorbancia se midi6é a 520 nm (L+). Para L2, el equipo fue
ajustado a cero con 1 mL de muestra + 1 mL de amortiguador de acetato + 8 mL de
agua desionizada. Las muestras fueron determinadas sustituyendo 8 mL de agua
desionizada por 8 mL de DCPI. Asi, el valor de L-L2 representa la absorbancia de la
muestra. La concentracion de AA se determiné utilizando una curva estandar de
acido ascorbico (10-50 pg/mL) y los resultados fueron expresados como mg de

AA/100 gramos de fruto fresco (gff).

2) Compuestos fendlicos totales (CFT)

Para la determinacion de CFT se obtuvo un extracto metanolico (EM) como lo
descrito por Lopez-Angulo y col (2014) con algunas modificaciones. Un gramo de
pulpa congelada y molida fue extraido con 5 mL de metanol al 100% durante 3 dias a
4 °C; el solvente fue cambiado cada 24 h y las fases metandlicas fueron mezcladas
obteniendo un volumen final de 10 mL aproximadamente, el residuo fue eliminado
mediante centrifugacion (12,000 g por 15 min). Por ultimo, el solvente fue eliminado
mediante vacio (40 °C) con un evaporador rotatorio (BUCHI Labortechnick AG,
Switzerland). El EM obtenido fue almacenado a -20 °C en completa oscuridad hasta
su uso. El contenido de CFT se determind por el método colorimétrico Folin-Ciocalteu
descrito por Adom y col (2005) con algunas modificaciones. Primeramente, se
realizaron diluciones del EM de pulpa de papaya con metanol. EI EM diluido (20 pL)
se oxidé con 180 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (1:8 v/v) mas 50 uL de Na>xCOs (7%
p/v) por 90 min en completa oscuridad, la absorbancia fue medida a 750 nm en un
lector de microplacas de 96 pozos (SynergyTM HT Multi-Detection, Biotek, Inc.,

Winooski, VT). Se utiliz6 agua como muestra para el control negativo. La
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cuantificacion se llevd a cabo utilizando una curva estandar de acido galico (50-500
pug/mL). Los fendlicos totales se expresaron como mg equivalentes de acido galico

(mg EAG)/100 gff).

j- Capacidad antioxidante no enzimatica

1) Método DPPH

El analisis de DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazilo) se realizé segun lo reportado
por Brand-Williams y col (1995) con algunas modificaciones. Una alicuota de 20 uL
del EM diluido (obtenido para la evaluacion de CFT) se mezclé con 180 uL del radical
DPPH 150 mM (metanol). Las mezclas fueron incubadas por 30 min en completa
oscuridad (27 °C) y leidas a una absorbancia de 525 nm en un lector de microplacas
(SynergyTM HT Multi-Detection, Biotek, Inc., Winooski, VT). Trolox fue preparado
como curva de calibracion (Sigma-Aldrich-238813) (0-225 ug/mL) y la actividad
antioxidante fue reportada como micromoles equivalentes de Trolox (umol ET)/100

off.

2) Método ABTS

El método de ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) fue
evaluado usando el analisis de decoloracion del cation ABTS* de acuerdo con Re y
col (1999) con algunas modificaciones. Las soluciones ABTS (7 mM) y persulfato de
potasio (2.45 mM) fueron mezcladas en una relacion 1:1, la mezcla se mantuvo en
reposo por 12-16 h a 25 °C en completa oscuridad para producir el radical ABTS".
Esta solucion fue diluida con amortiguador de fosfato (PBS) 7 mM (pH 7.4) hasta

obtener una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734 nm. En un tubo de ensayo se colocaron
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100 pL del EM (obtenido para la evaluacién de CFT) y se mezclaron con 1900 pL del
radical ABTS diluido. La mezcla se mantuvo en reposo por 30 min a 27 °C en
completa oscuridad y la absorbancia fue leida a 734 nm. Una curva de calibracion de
Trolox (0-225 pg/mL) fue utilizada para calcular la actividad antioxidante,
expresandose como pmol ET/100 gff.
k. Analisis estadistico de la primera etapa de investigacion

En la primera etapa de la investigacion se llevaron a cabo analisis completamente
aleatorizados de uno (tratamientos) y dos factores (tratamientos y tiempo de
almacenamiento) para analizar las respuestas in vitro e in vivo, respectivamente. Se
utiliz6 como unidad experimental un fruto de papaya y se utilizaron tres réplicas con
tres repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron con ANOVA (p < 0.05) para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos/dias de almacenamiento o
las muestras segun el valor de p < 0.05, utilizando Statgraphic Plus, versién 5.1
(Manugistic Inc., Rockville, MD, EE. UU.). Las medias se compararon utilizando la
prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con a = 0.05. Se realiz6 un
analisis de residuos para verificar la distribucion normal de los datos y la
homocedasticidad (igualdad de varianzas). La normalidad de los datos se verificd con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov, mientras que la igualdad de varianzas se verifico
con la prueba de Bartlett, utilizando a = 0.05. Los datos de respuesta que no
cumplian con los supuestos de normalidad y homocedasticidad se analizaron

mediante pruebas de Kruskal-Wallis/Dunn, con a = 0.05.
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2. Etapa 2: Optimizacién del proceso biotecnolégico para la obtencién de

quitosano
a. Diseno experimental

Se utilizé la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) para optimizar las
condiciones de procesamiento (concentraciéon del extracto enzimatico/tiempo de
desacetilacion) para la obtencién de quitosano, teniendo como variable de respuesta
grado de desacetilacion. Se utilizé un disefio experimental central compuesto rotable
(DCCR) con dos variables de proceso y cinco niveles de variacion para el analisis de
los datos (Cuadro 4). Para establecer la relacion entre las variables de proceso y de

respuesta, se aplico un analisis de regresion multiple a los datos experimentales.

Los modelos de regresion se utilizaron para crear graficas de superficie de respuesta
y de contornos para cada variable de respuesta (de la Paz y col 2012). Para
optimizar las condiciones de proceso, se utilizd la técnica de superposicion de la
metodologia de superficie de respuesta. Los graficos de contornos de las variables
de respuesta se sobrepusieron y se genero la region donde se encontré la mejor
combinacion de las variables de proceso, seleccionando un punto central como la
mejor combinacién. Se utilizo el software Design-Expert (Version 7.01) STAT- EASE

(de la Paz y col 2012).

b. Obtencién de quitina optimizada

1) Fermentacion acido lactica

Los desechos de camaron previamente lavados vy triturados, fueron
descongelados y colocados en un reactor por lotes, se les afnadié suero de leche y

melaza, se homogenizd y se puso a fermentar a temperatura ambiente. El proceso
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Cuadro 4. Disefio experimental

que se empled para obtener diferentes

combinaciones de concentracion de enzima (C) y tiempo de hidrdlisis enzimatica (tH)

para la produccion de quitina y quitosano mediante bioconversién de residuos de

camaron y la variable de respuesta (grado de desacetilacion).

Tratamiento

Variables de proceso o

independientes

Variable de respuesta o dependiente

Z
[o]

TS © o ~No AN

RN
N

13

Corrida
8

10
6
5

C (enzima)
0.19
0.86
0.19
0.86
0.05
1.00
0.53
0.53
0.53
0.53
0.53
0.53
0.53

tH (h)
26.11
26.11
103.89
103.89
65.00
65.00
10.00
120.00
65.00
65.00
65.00
65.00
65.00

Grado de desacetilacion (%)

Disefo central compuesto rotable con dos factores y cinco niveles; 13 tratamientos.

*No corresponde al orden de procesamiento. X1 = C = Concentracion de extracto

enzimatico (%), X2 = tH = tiempo de desacetilaciéon enzimatica (h). Yep = Grado de

Desacetilacion.
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de fermentacién se llevo a cabo debido a la accién de las bacterias acido lacticas
presentes en el suero de leche, tomando como sustrato los azucares del suero de
leche y de la melaza, produciendo acido lactico. La relacion de desechos de
camarodn/solucion de fermentacion se mantuvo constante en una relacion 1:5 (p/v); asi
mismo, se aplicaron las condiciones éptimas del proceso de fermentacion acido lactica
[tiempo de fermentacidn (t)= 108 h/ concentracion de azucar (C)= 8.74%)] de acuerdo a

lo reportado previamente por Cabanillas-Bojorquez (2023).

2) Desproteinizacion
Para la obtencién de quitina mas pura, se llevo a cabo una etapa adicional de
desproteinizacion con hidréxido de sodio diluido, para lo cual a los residuos de camarén
fermentados se les afiadié una solucion de NaOH 1 M, en relacion de 1:10 (p/v)
durante un periodo de 1 h. Al finalizar este tiempo la materia sdlida se lavé con

abundante agua purificada hasta alcanzar un pH de 7.0 (Colina y col 2014).

3) Desmineralizacion

Al igual que lo realizado en la etapa anterior, con el propdsito de obtener quitina
mas pura, se llevd a cabo una etapa adicional de desmineralizacion con acido
clorhidrico diluido, para lo cual la parte sélida obtenida de la desproteinizacion se hizo
reaccionar con una solucion de HCI 1 N, en relacion de 1:10 (p/v) durante 1 h. Al
finalizar dicho periodo la materia solida se lavd con abundante agua purificada hasta

obtener un pH de 7.0 (Juarez 2010).

4) Despigmentacion
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La materia sélida obtenida del proceso de desmineralizacidén se hizo reaccionar
con una solucion de hipoclorito de sodio al 10% en una relacién 1:10 (p/v) durante 1 h.
Al finalizar este periodo la parte solida se lavé con abundante agua purificada. El
producto fue secado a 65 °C durante 24 h, denominando a este producto quitina

optimizada (Franco 2010).

c. Obtencidén de quitosano a partir de quitina optimizada

1) Produccién del extracto enzimatico de C. gloeosporioides

El hongo C. gloeosporioides fue cultivado en papa dextrosa agar (PDA) a 28 °C
durante 15 dias. La suspensién de esporas fue obtenida por raspado con un asa estéril
y el conteo de esporas se realizo utilizando una camara de Neubauer, obteniendo una
concentracion de 3.6x10% esporas/mL. Posteriormente, 50 mL de la suspension de
esporas de C. gloeosporioides se afadieron al medio de fermentacién en matraces
Erlenmeyer de 250 mL que contenia: 10 g/L de glucosa, 3.165 g/L de extracto de
levadura, 4.754 g/L de peptona, 3.00 g/L de KH2PO4, 1.00 g/L de K2HPO4, 0.535 g/L de
MgSOs4, 0.255 g/L de (NH4)2S0O4, 0.50 g/L de NaCl, y 0.50 g/L de CaCly; el pH se ajusto
a 6.0 (Pareek y col 2011; Pacheco y col 2010). Enseguida, los matraces se taparon y
se incubaron por 3 dias a 30 °C en agitacion constante, el fermentado se utilizd6 como

extracto enzimatico.

2) Purificacion de la enzima quitina desacetilasa (QDA)

La enzima QDA se purifico del extracto enzimatico. Después de Ia
fermentacidn, el caldo se centrifugd (12,700 x g, por 25 min a 4 °C) y el sedimento

obtenido se mezclé con 1.0 mL de tampodn tris-HCI de pH 6.5. La lisis de las células se
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realizé utilizando sonicacion durante 20 min. El lisado celular se centrifugd a 112 x g
durante 15 min a 4 °C. Después, el sobrenadante fue dializado en membrana contra
agua destilada durante 24 h, obteniendo de esta manera el extracto enzimatico

purificado (Pacheco y col 2010; Pareek y col 2011).

3) Desacetilacion de quitina

Una vez obtenida la quitina optimizada y el extracto enzimatico purificado de
QDA se realizé la conversiéon de quitina a quitosano. En distintos reactores por lotes se
mezclaron 50 mg de quitina, 0.05-1.0 mL del extracto enzimatico purificado y 5.0 mL de
amortiguador de fosfato (20 mM, pH 5.8). Las mezclas de reaccion se incubaron a 45
°C durante 10 a 120 h (Cuadro 4). El producto fue enjuagado con agua y secado a 35

°C durante 24 h para obtener el quitosano 6ptimo (Aye y col 2006).

d. Caracterizacién quimica de quitina y quitosano

1) Humedad

El contenido de humedad se determindé de acuerdo al método 925.09B de la
AOAC (2012). Para ello se calcul6 la pérdida de peso de 2.0 g de muestra después de
calentarla a 130 °C durante 1 h en una estufa de circulacion de aire (FELISA, 1423,

México).

2) Proteina
Se utiliz6 el método 960.52, microKjeldahl, de la AOAC (2012) para la
determinacién de nitrogeno en un sistema Kjeltec (Mod 1009 y 1002, Tecator, Suecia).
Se pusieoron en digestiéon 0.2 g de muestra, con 5.0 mL de acido sulfurico y una

mezcla reactiva de selenio (Merk Co., Alemania) a una temperatura de 200 °C. En Ila
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destilacion de la muestra, previamente diluida con 25 mL de agua, se emplearon
diluciones de NaOH al 40% y acido borico al 4% como indicador para recibir el
destilado. La titulacion se llevd a cabo con una dilucion valorada de HCI 0.1 N. La

proteina cruda se calculé multiplicando el contenido de nitrégeno total por 6.25.

3) Lipidos
El contenido de lipidos se determind de acuerdo al método 920.39C de la AOAC
(2012). Las extracciones se realizaron en muestras de 3.0-4.0 g de quitina y quitosano
pulverizado, que pasaron a través de malla 80 (0.18 mm). Se utilizé un equipo Sostex
System HT 1043 Extraction Unit (Tecador, Suecia) y se emple6 como disolvente éter

de petroleo. Los resultados se reportaron como porcentaje de lipidos.

4) Cenizas

Para la determinacion de cenizas se utilizo el método 923.03 de la AOAC (2012).
Se pesaron de 3.0 a 5.0 g de muestra, la cual se coloco en un crisol de porcelana y se
sometio a incineracion en mufla a 550 °C hasta que resultdé una ceniza gris luminosa
con peso constante. Las muestras incineradas se enfriaron en un desecador, se

atemperaron (25 °C) y se pesaron.

5) Carbohidratos

El contenido de carbohidratos se calcul6 por diferencia con la siguiente ecuacion:

%Carbohidratos (bs) = 100-%Proteina-%Lipidos-%Cenizas
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e. Caracterizacion fisicoquimica

1) Peso molecular

El PM de los polimeros de quitina y quitosano esta relacionado con la viscosidad
intrinseca y para su determinacion se utilizé un viscosimetro Cannon Fenske Routine
150 (EUA). EI PM se calcul6 de acuerdo a la metodologia reportada previamente por
Zhang y col (2005). La viscosidad intrinseca se determind mediante un grafico que
relaciona la viscosidad reducida y la concentracion, en el sitio en el cual la

extrapolacion de la recta obtenida se intersecta con el eje de las ordenadas:

La viscosidad intrinseca se calculd por medio de los parametros K=1.81x102% y
a=0.93, los cuales dependen del intervalo del grado de desacetilacion, del solvente
usado y de la temperatura. Conociendo la viscosidad intrinseca se determin6 el PM de

las muestras utilizando la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada:

Donde:

[n] es la viscosidad intrinseca (mL/g)

Km = Constante caracteristica del sistema polimero-solvente

a= Constante que depende de la configuracion de la cadena polimérica, varia de 0 a 1

M, = Peso molecular viscosimétrico promedio del polimero (g/mol)
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2) Medicion de color

Las peliculas de quitosano y quitina se colocaron en placas de Petri transparente
y el color se midio utilizando colorimetro Minolta CR 200 (Minolta Co. Ltd., Osaka,
Japon) que se estandarizé con una placa blanca de calibracion (X= 78.83, Y= 83.79, Z=
88.60, L'=3.47, a’=0.12, b*= 0.32). Los resultados se registraron como L', a’, b" (L*=0
produce negro y L*= 100 significa blanco puro, a* en valor negativo indica verde
mientras que los valores positivos indican rojo, b* en negativo los valores indican azul y

los positivos indican amarillo) (Seo y col 2009).

3) Capacidad de retenciéon de agua y grasas

Para la capacidad de retencién de agua (CRA) las peliculas de quitosano y
quitina fueron cortadas en circulos de 2 centimetros de diametro, se pesaron y
posteriormente se sumergieron en agua durante 10 min. Seguidamente, se eliminé el
exceso de agua en la superficie de las peliculas con papel filtro y se pesé cada
muestra. La CRA se calcul6 de acuerdo a Cao y col (2005).

CRA = ((Ms — Mh)/Mh) x 100%

Donde:
Mh = la masa de la pelicula humedad
Mh = la masa de la pelicula seca

La capacidad de retencion de grasas (CRG) de las peliculas de quitosano y quitina
se midieron utilizando el método descrito por Cao y col (2005). La retencion de agua y
grasa se llevo a cabo inicialmente pesando 0.5 g de muestra en un tubo de centrifuga,
se anadié 10 mL de agua o aceite de soja y se mezclé en un agitador vortex por 1.0

min para dispersar la muestra. Posteriormente, la muestra se colocdé a temperatura
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ambiente durante 30 min con agitaciones durante 5.0 s cada 10 min y se centrifugo a
3500 rpm durante 25 min. Después de que el sobrenadante fue decantado, el tubo se

volvio a pesar. La CRG se determinaron de la siguiente manera:

f. Evaluacion de la variable de respuesta para optimizar quitosano

1) Grado de desacetilacion

Para obtener el GD se realizé el método de titulacion acido-base de acuerdo a lo
reportado por Zhang y col (2005). Una muestra de 0.3 g de los biopolimeros se secaron
a peso constante en un horno a 105 °C (Thermo Heraeus T 6030, Thermo Co., EE.
UU.). Luego, se disolvieron en 30 mL de HCI 0.1 M solucién estandar en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL durante 24 h a temperatura ambiente hasta su completa
disolucion. Después se agregaron 3 gotas de indicador naranja de metilo:azul de
metileno (1:1 v/v), posteriormente se titulé con una solucidon estandar de NaOH (0.1 M)
hasta que la solucién cambié de color gris a rojo.

El GD se calcul6 como:

203« (C,V, = C,V,) =100
42 = (C,V; — C,V,) +m(1— W)

GD (%) =

Donde C1y V4 eran la concentracién (M) y el volumen (mL) del estandar de HCI
respectivamente; C> y V> fueron la concentraciéon (M) y volumen (mL) de la solucion
estandar de NaOH, respectivamente; m era el peso de la muestra (g); W fue el
contenido de humedad de muestra (%); 203 era el peso molar de la quitina y 42 fue el

peso molar de acetilo.
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3. Etapa 3: Aplicaciéon del quitosano biotecnolégico optimizado en frutos de
papaya
En esta etapa los parametros de caracterizacion de las peliculas comestibles
(grosor y permeabilidad al vapor de agua), los ensayos antifungicos in vitro (crecimiento
radial micelial y germinacion de conidios) e in vivo (incidencia y severidad de
antracosis), los parametros de calidad poscosecha (pérdida de peso, firmeza, color
externo y SST), los analisis de los compuestos bioactivos (acido ascoérbico y fendlicos
totales), asi como la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) se realizaron de la misma
forma como se describieron en la primer etapa de la investigacion. Los analisis se

realizaron en el tratamiento de control, QTS B, QTS C y el fungicida quimico.

a. Capacidad antioxidante enzimatica

1) Actividad de catalasa (CAT)

La obtencion del extracto enzimatico y la cuantificacion de la actividad de CAT
se llevaron a cabo de acuerdo a lo reportado por Yimyong y col (2011) con algunas
modificaciones. Se pesaron 5 g de tejido congelado y se homogenizaron en un mortero
frio con 5 mL de amortiguador de fosfato 0.045 M (pH 7.0) que contenia ditiotreitol
(DTT) & mM, EDTA (acido etilendiaminotetraacético)), 5 mM y 0.125 g de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Las muestras fueron centrifugadas a 17,200 x g por 30
min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y utilizado como extracto enzimatico
manteniéndose a temperatura baja durante su uso. La mezcla de reaccion utilizada
para la evaluacion de la actividad consisti6 de 1 mL de amortiguador de fosfato de
potasio (40 mM, pH 7.0), 25 yL de H202 (40 mM) y 25 uL del extracto enzimatico a 4

°C. El blanco utilizado fue la mezcla del amortiguador y extracto enzimatico sin el H20x.
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El cambio de concentracion de H202 fue calculado basado en el coeficiente de
extincion 43.6 M'cm™ a 240 nm. La actividad de la CAT fue expresada como Unidades

U/mg de proteina.

2) Actividad de peroxidasa (POD)

La actividad de POD fue determinada de acuerdo a Silva y col (1984) con
algunas modificaciones. Se pesaron 5 g de tejido congelado y homogenizaron con 5
mL de la solucidn amortiguadora de fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.5. El
homogenizado fue centrifugado a 17,200 x g por 35 min a 4 °C y el sobrenadante se
utilizé como extracto crudo. Para la cuantificacion de la actividad enzimatica se
mezclaron 2,750 yL de amortiguador de fosfato 0.1 M (pH 7.8), 100 uL guayacol al 1%
(v/v), 100 pL de H202 (0.46%) y 50 pL de extracto crudo a 4 °C por 3 min. Una unidad
de POD fue definida como el incremento de absorbancia de 0.01 min' a 470 nm.

Reportandose como U/mg de proteina.

El contenido de proteina en el extracto enzimatico para CAT y POD fue estimado
utilizando el método de estandar de Bradford y se expresdé como unidades por kg de

proteina.

b. Analisis estadisticos

En la tercera etapa de investigacion se llevaron a cabo analisis completamente
aleatorizados de uno (tratamientos) y dos factores (tratamientos y tiempo de
almacenamiento) para analizar las respuestas in vitro e in vivo, respectivamente. Se
utiliz6 como unidad experimental un fruto de papaya y se utilizaron tres réplicas con

tres repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron con ANOVA (p<0.05) para
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determinar diferencias significativas entre los tratamientos/dias de almacenamiento o
las muestras segun el valor de p<0.05, utilizando Statgraphic Plus, versién 5.1
(Manugistic Inc., Rockville, MD, EE. UU.). Las medias se compararon utilizando la
prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con a=0.05. Se realizé un
analisis de residuos para verificar la distribucion normal de los datos y la
homocedasticidad (igualdad de varianzas). La normalidad de los datos se verificd con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov, mientras que la igualdad de varianzas se verifico
con la prueba de Bartlett, utilizando a=0.05. Los datos de respuesta que no cumplian
con los supuestos de normalidad y homocedasticidad se analizaron mediante pruebas

de Kruskal-Wallis/Dunn, con a=0.05.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION
A. Primera etapa de investigaciéon

1. Espesor y permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas de

quitosano (QTS) de diferentes pesos moleculares

El espesor y la PVA de las peliculas de quitosano fue evaluado in vitro (como
pelicula) ya que no es posible hacer la evaluacién in situ en los frutos de papaya.
Ademas, la permeabilidad a los gases del recubrimiento obtenido una vez aplicado en
el fruto es un factor muy importante ya que puede influir en la velocidad de respiracion
(Cheng y col 2022). Los valores del espesor de las peliculas fueron similares en los
diferentes pesos moleculares del QTS (0.10 mm), lo cual puede deberse a la misma
pérdida de agua durante el mismo periodo de tiempo, ademas se observo que el peso
molecular no influyé6 en el grosor de las peliculas (Cuadro 5). En general, los
resultados mostraron que la PVA aument6 a medida que disminuyo el PM del QTS. En
este trabajo, el valor minimo de PVA fue de 1.10 x 10" g m Pa’ s' m? que
correspondio a QTS-55 kDa. Por el contrario, QTS-25 y QTS-13 kDa obtuvieron valores
de PVA de 1.19 x 10" y 1.30 x 10" g m Pa™' s' m?, respectivamente (Cuadro 5).
Estos resultados fueron similares a los informados por Liu y col (2020) quienes
encontraron valores de 1.46 a 2.08 x 1072 g m Pa' s*' m cuando se utilizaron pesos
moleculares de 7, 50 y 110 kDa; las peliculas de QTS-110 kDa exhibieron valores de
PVA mas bajos que las peliculas de QTS-50 y QTS-7 kDa. Debido a que las peliculas
de QTS con mayor peso molecular presentan menos dominios hidrofilos que el QTS
con menor peso molecular, el vapor de agua se absorbe mas facilmente y la etapa de

difusion mejora sustancialmente.
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Cuadro 5. Espesor y permeabilidad al vapor de agua (PVA) de quitosano (QTS) de

diferentes pesos moleculares.

Tratamientos  Espesor (mm) Permeabilidad al vapor
del agua (g m Pa™' s' m?)

QTS-55 kDa 0.1@ 1.10+ 0.1 x 1012
QTS-25 kDa 0.1@ 1.19+0.2 x 10-1®
QTS-13 kDa 0.1@ 1.30 £ 0.1 x 10-"1°

Los valores representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Medias en

la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).
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2. Ensayo antifungico in vitro del quitosano de diferentes pesos moleculares

a. Crecimiento radial micelial, germinacién de conidios y efecto fungistatico-

fungicida

QTS-55, QTS-25 y QTS-13 kDa inhibieron el 100% del crecimiento radial
micelial del hongo C. gloeosporioides mostrando un efecto mayor que al fungicida
(71%) (Cuadro 6, Figura 5). C. gloeosporioides desarroll6 resistencia al fungicida. La
resistencia al fungicida puede estar influenciada por factores genéticos, como la
frecuencia inicial de alelos de resistencia, el numero y la expresividad de los genes
segun lo informado por Bill y col (2014). Estos autores mencionaron resistencia al
fungicida procloraz en C. gloeosporioides y de igual forma la aplicacion de quitosano
mostré mayor inhibicion que el fungicida. Por el contrario, el quitosano forma una
barrera externa en los microorganismos que quela metales y provoca la supresion de
nutrientes esenciales para el crecimiento microbiano. La capacidad de unién a metales
esta relacionada con los grupos amino del biopolimero y es probable que todos los
eventos ocurran simultaneamente en cualquier quitosano independientemente del PM
(Fernandez-de Castro y col 2016). Ademas, también se ha sugerido que los oligdmeros
de quitosano pueden penetrar en las células microbianas y afectar la transcripcion de

ARN vy la sintesis de proteinas (Jovanovic y col 2016).

La actividad de quitosano contra el crecimiento del micelio de diferentes hongos
ha sido ampliamente demostrada anteriormente, bajo diferentes pesos moleculares. El
crecimiento de R. stolonifer fue completamente inhibido por QTS-30.7, QTS-23.8 y

QTS-17.4 kDa segun Guerra-Sanchez y col (2008).
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Cuadro 6. Inhibicion del crecimiento micelial radial, inhibicion de la germinacion
conidios y efecto fungistatico/fungicida de quitosanos (QTS) de diferentes pesos

moleculares sobre Colletotrichum gloeosporioides.

Inhibicion del Inhibicion de la Efecto
Tratamient crecimiento radial germinacion de fungistatico/fungicida
atamientos micelial (%) conidios (%) (cm)
Control 0.0+ 0.0° 0.0+ 0.0° 8.0 +0.02
Fungicida 71 +0.5P 80.3+1.2° 0.0+ 0.0°
QTS-55 kDa 100 + 0.02 92.0+1.12 0.0+ 0.0°
QTS-25 kDa 100 + 0.02 92.2+1.02 0.0+ 0.0°
QTS-13 kDa 100 + 0.02 93.1+1.32 0.0+ 0.0°

Los valores representan la mediana de nueve réplicas. Las comparaciones entre
tratamientos se realizaron por separado mediante las pruebas de Kruskal-Wallis/Dunn.
Letras diferentes para un mismo parametro indican diferencias significativas (p<0.05).

Se utilizé fungicida quimico (tiabendazol) como control positivo.
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Fungicida

Figura 5. Imagenes representativas de cajas de PDA tratadas con QTS-55 kDa, QTS-
25 kDa, QTS-13 kDa, fungicida quimico y el control mostrando el crecimiento radial

micelial de Colletotrichum gloeosporioides durante 9 dias de incubacién a 28 °C.
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El tratamiento con quitosano tuvo efecto sobre la germinacion de conidios,
presentando valores del 92% al 93% de inhibicion en los tres pesos moleculares sin
mostrar diferencias significativas entre ellos, los cuales tuvieron un mayor efecto que el
fungicida (80%) (Cuadro 6). Bill y col (2014) reportaron previamente una mayor
inhibicidon de la germinacién conidial de C. gloeosporioides tratadas con quitosano que
aquellas tratadas con el fungicida procloraz. Segun Peralta-Ruiz y col (2020), el efecto
del quitosano sobre la inhibicion del desarrollo del hongo, independientemente del PM,
esta relacionado con cambios estructurales de las esporas, como marchitez, rotura,
pérdida de material celular y profundizacion de las crestas. Ademas, la interaccion
entre las cargas positivas del biopolimero y los residuos cargados negativamente de las
macromoléculas de los hongos, generan complejos polielectrolitos que dafan la funcion

del hongo.

Durante el periodo de incubacién no se observo crecimiento del hongo C.
gloeosporioides en las placas tratadas con quitosano de diferentes pesos moleculares
(55 kDa, 25 kDa, 13 kDa) ni en las tratadas con el fungicida quimico, lo que evidencio
que los tratamientos ejercieron un efecto fungicida y no permitieron el desarrollo del
hongo aun cuando se proporcionaron las condiciones y nutrientes necesarios (Cuadro
6). Estos resultados fueron consistentes con los informes anteriores de Sergey y col
(2014) y Jiang y col (2021) quienes encontraron que un QTS-70 kDa y QTS-4.4 kDa
tenian actividad antimicrobiana frente a Candida cruisei, Candida glabrata,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente. El efecto fungicida de
quitosano de diferentes pesos moleculares observado en esta investigacion indica que

elquitosano esta destruyendo al hongo. Estudios previos han demostrado el efecto
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positivo de la implementaciéon del proceso biolégico en las caracteristicas fisico-
quimicas del quitosano, ya que permite obtener un quitosano mas homogéneo (Pareek
y col 2013; Zubiria-Suarez y col 2014; Jongsri y col 2016; Drevinskas y col 2017). En
esta investigacion no se observaron diferencias significativas en la actividad antifungica
in vitro de los quitosano de diferentes pesos moleculares, sin embargo; hay algunos
estudios donde reportan que se ve afectada su actividad con el PM y mencionan que
dichas diferencias en el PM conducen a dos mecanismos diferentes de interaccion del
quitosano y los microorganismos: un PM alto del quitosano puede infligir a nivel de la
pared celular generando una cobertura, debilitando y rompiendo la membrana
celularpermitiendo la fuga celular; mientras que un PM bajo de quitosano puede
penetrar en las células vivas, lo que lleva a la inhibicion de varias enzimas y la
interrupcion de la sintesis de proteinas, interfiriendo con la sintesis de ARNm (Guo y
col 2008). Tal es el caso de un estudio realizado por Hernandez-Lauzardo y col (2011),
quienes observaron que el PM si influyé en la germinacion de conidios de R. stolonifer,
ya que cuando se trataron con QTS-30.7 kDa, la germinacion se inhibi6 totalmente en
comparacion con el QTS-23.8 y QTS-17.4 kDa, debido a que provoco el mayor cambio
en la estructura de los conidios. Por su parte, Badawy y Rabea (2009) evaluaron cuatro
pesos moleculares (290, 57, 37 y 5 kDa) y encontraron que la actividad antifungica

contra Botrytis cinerea aumentaba a medida que disminuia el PM.

3. Actividad antifungica in vivo

Los primeros sintomas de antracnosis aparecieron en los frutos control el dia 2
de almacenamiento, mientras que en los frutos tratados con fungicida y QTS-25 kDa al

dia 3 (Figuras 6 y 7). Mientras que, la aplicacion de QTS-55 y QTS-13 kDa retraso la
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aparicion de los sintomas de antracnosis hasta el dia 4. La incidencia de antracnosis
aumento con el tiempo para todos los tratamientos alcanzando un maximo del 100% en
los frutos control y fungicida al dia 7 de almacenamiento, mientras que en frutos
tratados con quitosano (QTS-25, QTS-13 y QTS-55 kDa) tuvieron el maximo porcentaje

de incidencia a los 8, 9y 12 dias, respectivamente.

Los frutos con mayor area afectada por antracnosis desde el inicio hasta el final del
almacenamiento fueron los no tratados (control), mientras que, las papayas tratadas
con QTS-55 kDa presentaron la menor severidad de antracnosis (Figura 8). Mientras
tanto, los frutos tratados con QTS-25 y QTS-13 kDa mostraron menos dafo por
antracnosis que los frutos del control y tiabendazol. En general, se observé que el QTS-
55 kDa fue el mas efectivo para retrasar la aparicion de los sintomas y disminuir el
avance de la enfermedad en papaya. Lo anterior puede deberse a que QTS-55 kDa
tiene la capacidad de inducir cambios morfolégicos en las estructuras reproductivas
fungicas. Ademas, en este estudio, los frutos infectados con C. gloeosporioides
recubiertos con QTS revelaron mayor actividad y capacidad antioxidante (acido
ascorbico, fendlico, ABTS y DPPH) que los frutos tratados con fungicida. Se evidencid
que la aplicacion de QTS de diferentes pesos moleculares mejoro las actividades de

respuesta de defensa en los frutos.
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Fungicida

Figura 6. Imagenes representativas de los frutos de papaya tratados con QTS-55 kDa,
QTS-25 kDa, QTS-13 kDa, fungicida quimico y el control mostrando sintomas de

antracnosis sobre la superficie epidérmica durante 12 dias de almacenamiento a 25 °C.
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Figura 7. Porcentaje de incidencia de antracnosis en papaya inoculada con
Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no
recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico y QTS-55 kDa,
QTS-25 kDa, QTS-13 kDa. Las barras verticales en las columnas representan la
desviacion estandar de las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos y dias de almacenamiento (p<0.05). Valor

LSD=7.68.
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Figura 8. Porcentaje de severidad de antracnosis en papaya inoculada con
Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no
recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico y QTS-55 kDa,
QTS-25 kDa, QTS-13 kDa. Las barras verticales en las columnas representan la
desviacion estandar de las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos y dias de almacenamiento (p<0.05). Valor

LSD= 1.33.
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En sus informes, Chien y Chou (2006) y Lima-Oliveira y col (2018) mencionaron
que los frutos de papaya y citricos tratados con quitosano (15 kDa) mostraron menor
incidencia y severidad de antracnosis causada por moho verde, azul y gris en
comparacion con los fungicidas comerciales tiabendazol (0.1%), metil tiofanato (10
pug/mL) y difenoconazol (0.5 pug/mL). Mientras tanto, la eficiencia del quitosano fue
evidenciada por Younes y Rinaudo (2015) quienes mencionaron que los cambios en los
microorganismos se observaron principalmente en QTS-135 a QTS-42 kDa, debido a
una mayor adsorcion en la superficie celular que podria formar una membrana
polimérica, que inhibi6 la entrada de nutrientes a la célula en comparacién con un PM

bajo.

4. Analisis de calidad poscosecha

La pérdida de peso aumentd en todos los tratamientos durante el almacenamiento,
sin mostrar diferencias significativas entre tratamientos hasta el final de este periodo,
donde los frutos control presentaron la mayor pérdida seguidos del fungicida, mientras
que QTS-55 kDa presentd la menor pérdida (Cuadro 7). QTS posee propiedades de
barrera que conducen a una reduccion en la pérdida de vapor de agua. Esto coincide
con un estudio previo de Chien y Chou (2006) donde QTS-15 kDa redujo la pérdida de
peso de frutos citricos en comparacion con frutos tratados con fungicida (0.1%).
Ademas, la pérdida de peso disminuyé a medida que aumentaron los pesos
moleculares de QTS. En este sentido, Jongsri y col (2016) y Zhang y col (2019)
analizaron diferentes pesos moleculares desde 30 hasta 1390 kDa en algunos frutos

observando que una menor permeabilidad al vapor de agua se relaciona con mayores
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Cuadro 7. Efecto de diferentes pesos moleculares de quitosano (QTS) sobre la pérdida

de peso, firmeza, color externo (L* y °Hue) y solidos solubles totales de papaya

infectada con Colletotrichum gloeosporioides y almacenada a 25 °C por 12 dias.

Tratamientos

Analisis de calidad poscosecha

Control
Fungicida
QTS-55 kDa
QTS-25 kDa
QTS-13 kDa

Control
Fungicida
QTS-55 kDa
QTS-25 kDa
QTS-13 kDa

Control
Fungicida
QTS-55 kDa
QTS-25 kDa
QTS-13 kDa

Control

Fungicida

Pérdida de

peso (%)

0.00+0.0°
0.00+0.0°
0.00+0.0°
0.00+0.0°
0.00+0.0°

2.63+0.94m
1.69+0.64™"
1.33+0.6™"
1.05+0.4™"
1.27+1.2'm"

6.19+1.0'
5.16+0.6"
5.02+0.5"
4.84+0.7"
5.03+1.2}

8.31+1.6"
8.10+0.7¢9"

Firmeza

(N)

Color
externo

(L%)

Color

externo Hue

(°H)

Dia 0 de almacenamiento a 25 °C

73.23+1.6°
73.11+1.62
72.98+1.6°
73.00+1.5°%
73.23+1.6°

42.15+1.3
42.18+1.1
42.20+1.3
42.19+1.2
42.17+1.3

130.43+0.8%
129.99+1.0%
130.23+0.92
129.96+1.0%
130.32+0.92

Dia 3 de almacenamiento a 25 °C

41.84+1.8°
41.76+1.3°
66.07+1.5°
63.54+1.7¢
44.38+1.9¢

55.23+1.8
49.21+1.4"
45.41+0.9
42.61+1.2
51.64+1.13

9

102.58+1.8°
121.00£1.3°
124.98+1.0°
125.23+3.2°
108.18+1.1¢

Dia 6 de almacenamiento a 25 °C

19.93+1.5'
22.01+0.9"
27.98+1.0f
26.86+2.1%
25.85+1.49

61.47+1.0¢
60.87+1.0¢

56.33+1.1¢f

49.34+0.9°
56.91+1.7¢

82.36+1.1
87.90+1.4"
111.15+£1.3°
96.55+1.0%
82.05+1.0/

Dia 9 de almacenamiento a 25 °C

18.01+1.3™
19.61+1.41

77

61.89+0.9¢

63.40+0.9%

79.01+0.6"
81.3611.5

Sélidos
solubles
totales
(°Brix)

11.93+0.6f
12.03+0.6f
11.99+0.6f
12.00+0.6f
11.93+0.6f

12.80+0.1%
13.26+0.1°
11.66+0.1%
13.03+0.1°d®
13.43+0.23°

13.33+0.5
13.33+0.5
11.16+0.2°9
12.66+0.7°
12.83+0.6%

13.25+0.2°
13.80+0.6%°



QTS-55kDa  7.72+0.5%  19.92+0.9 64.66+1.5° 97.38+1.4f 11.330.29
QTS-25kDa  7.68£0.5%  19.82+2.1  64.23+1.3%® 85.41+1.0 12.830.6%
QTS-13kDa  7.68£1.29"  1827+1.4  64.49+0.9° 84.96+0.3 14.00+0.0°
Dia 12 de almacenamiento a 25 °C

Control 11.80£0.9°  8.00+0.6™  61.89+1.09 76.25+1.5 14.00+0.4°
Fungicida 11.24+0.7°  10.36:0.9' 63.83+1.1° 73.38+1.5 13.75+0.4%
QTS-55kDa  09.82+0.5¢ 13.58+1.0 64.20+1.5%® 95.25+0.79 11.500.5%
QTS-25 kDa 10.45:0.7°  10.90+2.1" 64.41+1.3® 74.91+1.4 13.250.20%
QTS-13 kDa 10.57#1.3°  10.76+1.0' 64.81:0.7¢  75.10£0.9 13.50+0.420°
Valor-p
(sani'rr:g\g,)" Y 50150 >0.15 0.062 >0.150 >0.150
Valor-p
(Bartlett) 0.265 0.564 0.777 0.103 0.219
Valor-p
(ANOVA)

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Los valores representan la media de tres réplicas + desviacion estandar. Medias en la

misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05). Se

utilizé fungicida quimico (tiabendazol) como control positivo.
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pesos moleculares, debido a una estructura mas compacta y homogénea debido a las
cadenas con mayor grado de polimerizacidén en el biopolimero. Asimismo, los cambios
en el PM proporcionarian cambios en la hidrofobicidad y cristalinidad de la pelicula vy,
en consecuencia, cambios en la permeabilidad al vapor de agua y las propiedades
mecanicas de la pelicula obtenido a partir de quitosano (de Moura y col 2011). Es
interesante mencionar que no existe informacion sobre el efecto del quitosano de bajo
PM en el control de la pérdida de agua en frutos. Entonces, esta investigacién sugiere
que, al menos en la papaya, los pesos moleculares en el rango de 13 a 55 kDa son
suficientes para actuar como una barrera al vapor de agua, siendo el de mayor peso

molecular el que proporciona una barrera mayor.

Al inicio del almacenamiento, los valores de firmeza en el fruto rondaron los 73
N, los cuales disminuyeron a medida que avanzaba el tiempo. Al final del
almacenamiento, la firmeza fue mayor en frutos tratados con QTS-55 kDa seguidos de
frutos tratados con QTS-25, QTS-13 kDa y fungicida; sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre estos ultimos tratamientos, mientras que los frutos control fueron los
que mayor pérdida de firmeza presentaron con una disminucién del 11% (Cuadro 7).
Esto podria atribuirse a que el quitosano contribuye a preservar los puentes de union
de pectina y la distribucion de celulosa en la pared celular evitando su degradacion,
manteniendo asi la turgencia de los frutos (Zhang y col 2019). Estos resultados
coinciden con informes previos que demuestran que el PM mas alto preservo una
mayor firmeza en comparacion con los pesos moleculares mas bajos de quitosano en
kiwi (Drevinskas y col 2017), mango (Jongsri y col 2016) y nectarina (Zhang y col

2019).
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La luminosidad de la cascara (valor L*) y el angulo de Hue (H°) se han utilizado
como indicadores de calidad poscosecha en papaya (Ayon-Reyna y col 2015). En
general, los valores de L* aumentan y H° disminuyen cuando la fruta alcanza la
madurez. La inmersion de papaya en cualquier tratamiento de quitosano resultdo en
valores de L* mas altos en comparacion con las frutas de control. Al final del
almacenamiento a 25 °C, los recubrimientos de quitosano fueron igualmente efectivos
en la conservacion de L* lo que indica un menor oscurecimiento causado por la
senescencia y el desarrollo de antracnosis en el fruto (Cuadro 7). Con respecto a H°, el
uso de QTS-25 y QTS-13 kDa indujo un cambio de color menor en comparacion con el
control y fungicida. Sin embargo, entre los tratamientos quitosano, QTS-55 kDa
presentd el menor cambio en H° (Cuadro 7). La aplicacion de quitosano retrasé los
cambios de color en la cascara de papaya y mango en comparacién con frutas no
tratadas y frutas tratadas con una formulacion de fungicidas (trifloxistrobina y
tebuconazol) segun lo informado por Jongsri y col (2016) y Gomes y col (2020). Estos
autores indicaron que el quitosano modifico la atmdsfera interna en los frutos, lo que
provoco un retraso en el proceso de degradacion de la clorofila y una reduccién en la
actividad de la polifenol oxidasa, retrasando el proceso de maduracion y manteniendo

el color de los frutos.

El contenido inicial de SST fue de aproximadamente 12 °Brix y fue aumentando
hasta alcanzar valores de alrededor de 14 °Brix en frutos control al final del
almacenamiento sin mostrar diferencias significativas con el fungicida. Los frutos
tratados con QTS-25 y QTS-13 kDa presentaron un aumento mas lento en

comparacion con los frutos control, mientras que los frutos cubiertos con QTS-55 kDa
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mantuvieron constante los SST durante los 12 dias de almacenamiento; asi, este
tratamiento fue el que logré retardar la sintesis de azucares en el fruto, generando

diferencias significativas con el resto de los tratamientos (Cuadro 7).

Este efecto podria deberse al hecho de que QTS-55 kDa forma una pelicula mas
gruesa y densa, bloqueando los poros en la superficie y reduciendo la tasa de
respiracion. Ademas, se ha demostrado que QTS-55 kDa tiene elasticidad alta,
resistencia a la deformacion y matrices fuertes debido a que tiene cadenas con un alto
grado de polimerizacion (Moura y col 2011). La interaccion polimero-polimero favorece
la modificacion de la cristalinidad del polimero y consecuentemente, la retencion de la
firmeza, cambio de color y degradacion del contenido total de sélidos solubles, lo que
se puede notar en esta investigacion. Estos mismos efectos fueron reportados por
Jongsri y col (2016) y Zhang y col (2019) en frutos de mango y nectarina tratados con
QTS-40, QTS-30 y QTS-6.7 kDa, los cuales presentaron bajo contenido de azucares en

comparacion con el fruto control.

5. Analisis histolégicos

Respecto al analisis histolégico por microscopia Optica en la Figura 9 se muestra en
corte longitudinal de los frutos de papaya sanos y sin efecto de los tratamientos al dia O
con cuticula, células epidérmicas y células de parénquima normales. Sin embargo,
conforme el paso del almacenamiento C. gloeosporioides pudo segregar cutinasa
extracelular y romper la cuticula de la papaya y penetrar, observandose de acuerdo a la

literatura hifas intramurales en el tejido del fruto (Auyong y col 2012).
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Control Fungicida QTS-55kDa QTS-25kDa QT7S-13kDa

Figura 9. Micrografias de luz de la seccidn transversal de frutos de papaya control (A),
tratados con fungicida quimico (tiabendazol) (B), QTS-55 kDa (C), QTS-25 kDa (D) y
QTS-13 kDa al comienzo del almacenamiento mostrando cuticula, células epidérmicas
y células de parénquima normales. Papayas control (F) y tratadas con fungicida
quimico (G) después 12 dias de almacenamiento mostrando hifas intramurales (HI) en
el tejido del fruto y rompimiento de cuticula (RC) de la papaya, respectivamente. CE=

células epidérmicas, CP= células de parénquima, CU= cuticula.

82



Asimismo, las especies de Colletotrichum forman apresorios melanizados para
facilitar la adhesién y la penetracion por medio de accion mecanica y lisis enzimatica
(Kleemann y col 2012). Debido a la formacion de apresorios, la penetracion ocurre de
manera directa. En los apresorios se observa un punto carente de melanina lo que
sugiere un poro donde ocurre segregacion enzimatica necesaria durante la penetracion
(Ranathunge y col 2012). En esta etapa, el patdogeno obtiene nutrientes del contenido
celular del fruto por lo que la infeccidn se asocia principalmente con la produccion de
enzimas liticas tales como proteasas y enzimas carbohidrato-activas que degradan los
polisacaridos de las paredes celulares. Ademas, es importante mencionar que la
aplicacion del fungicida empeor¢ el estado de degradacion del fruto de papaya. Caso
contrario a los frutos que fueron tratados con QTS-55, QTS-25 y QTS-13 kDa, si bien la
presencia de C. gloeosporioides fue observada, el dafio o la gravedad de la
enfermedad fue menor debido a la presencia los tratamientos. Se encontré que el
quitosano independientemente del peso molecular puede inducir cambios notables en
la microestructura externa e interna, lo cual puede ser debido a que los niveles de
expresion de genes implicados en la pared celular y la homeostasis de la membrana
fueron obviamente afectados por el tratamiento con quitosano tal y como lo reportaron
previamente Silva-Garcia y col (2018) y Meng y col (2020) para el control de Candida
spp Yy Aspergillus ochraceus, respectivamente. Ademas, de acuerdo con Rodriguez y
col (2013) el desarrollo de C. gloeosporioides se relaciond con una coloracion roja en
células epidérmicas y células de parénquima del exocarpio de aguacate producto de la
metabolizacion de polifenoles. Compuestos que se relaciona con la restriccion del

crecimiento fungico en el sitio de infeccion (Vargas y col 2012). Lo cual concuerda con
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lo observado en esta investigacion debido a que los frutos tratados con los distintos
quitosanos presentaron una mayor produccion de compuestos fendlicos totales
conforme se presentaba un mayor control en la enfermedad de antracnosis.

6. Compuestos bioactivos

El contenido de acido ascorbico tendidé a disminuir durante el almacenamiento
desde 106 mg/100 dff al inicio hasta 93 mg/100 gff para QTS-55 kDa y 78 mg/100 gff
para el fungicida al final del almacenamiento, valores que correspondieron a los
contenidos mas alto y mas bajo, respectivamente (Figura 10). Los frutos recubiertos
con quitosano presentaron mayor contenido de acido ascérbico en comparacién con los

frutos control y fungicida.

Dentro de los tratamientos basados en quitosano, QTS-55 kDa tuvo el mayor
contenido de acido ascorbico seguido de QTS-13 y QTS-25 kDa. La disminucion del
contenido de acido ascérbico podria deberse a la accion de la acido ascoérbico oxidasa,
que convierte el acido ascoérbico en acido dehidroascoérbico en la senescencia del fruto
(Suseno y col 2014). En el estudio realizado por Chien y Chou (2006) sefialaron que los
citricos tratados con QTS-15 kDa presentaron mayor contenido de acido ascorbico que
los frutos tratados con QTS-357 kDa y tiabenzalo (0.1%). Sin embargo, Jongsri y col
(2016) informaron que el recubrimiento de QTS-360 y QTS-40 kDa retraso la pérdida
del contenido de acido ascoérbico de la fruta de mango durante el almacenamiento, lo
cual coincide con los resultados de este estudio. En otro estudio, las bayas con QTS-
253.9 kDa tenian un mayor contenido de acido ascoérbico que las bayas con QTS-6.7

kDa y sin recubrimiento (Drevinskas y col 2017).
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Figura 10. Contenido de acido ascorbico en papaya inoculada con Colletotrichum
gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no recibieron tratamiento
(control) o fueron tratados con fungicida quimico y QTS-55 kDa, QTS-25 kDa, QTS-13
kDa. Las barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las
medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos y dias de almacenamiento (p<0.05). Valor de LSD= 3.33.
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La incorporacion de quitosano de peso molecular alto como recubrimiento puede
reducir la difusion de O y ralentizar la tasa de maduracion y, en consecuencia,
mantener el contenido de acido ascérbico y retrasar la senescencia de las bayas
favorecidas por la presencia de O». Yan y col (2018) sefialaron que el espesor de la
pelicula tiene relacion con el PM porque encontraron que una cobertura de QTS-100
kDa era menos delgada y transparente que las de QTS-53.3 y QTS-13 kDa. El espesor
de pelicula de QTS-55 kDa podria estar relacionado con una menor permeabilidad, lo
que podria reducir el paso de oxigeno y evitar la oxidacion del acido ascérbico en el

fruto.

Durante el almacenamiento de los frutos, el contenido de fenoles totales tendio a
aumentar, registrandose un valor de rango para todos los tratamientos de 46 a 69 mg
EAG/100 gff. Al final del almacenamiento, los frutos tratados con QTS-13 kDa
presentaron el mayor contenido de fenoles totales seguidos de QTS-55 y QTS-25 kDa,
mientras que los frutos control y los tratados con fungicida presentaron los valores mas
bajos de fenoles totales (Figura 11). Los resultados de esta investigacion fueron
similares a los reportados por Drevinskas y col (2017) quienes mencionaron que QTS-

13 kDa promueve la sintesis de fenoles totales en bayas.

Badawy y Rabea (2009) observaron un contenido alto de fenoles totales en los
tratamientos con QTS-290, QTS-57 y QTS-37 kDa en comparacion con el PM mas bajo
de quitosano (5 kDa), que indujo el menor aumento en el contenido total de fendlico en
tomate. Por otro lado, en un reporte previo se observo que el fruto expresaba una
rapida acumulacion de fenoles como respuesta del mecanismo de defensa luego de la

infeccion por un patéogeno (Ayon-Reyna y col 2018). Sus resultados coinciden con los
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Figura 11. Contenido de fendlicos totales en papaya inoculada con Colletotrichum
gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no recibieron tratamiento
(control) o fueron tratados con fungicida quimico y QTS-55 kDa, QTS-25 kDa, QTS-13
kDa. Las barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las
medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos y dias de almacenamiento (p<0.05). Valor LSD= 5.07
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resultados obtenidos en el presente estudio porque el contenido de fendlico aumenté
ligeramente al dia 6 cuando se intensificaron los sintomas de antracnosis; y también,
los frutos recubiertos con quitosano de diferentes pesos moleculares presentaron
menor desarrollo de antracnosis y mayor cantidad de compuestos fendlicos (Vargas y

col 2012).

7. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante determinada por el ensayo ABTS aument6 en todos
los tratamientos hasta el dia 6 con un valor aproximado de 590 pmol ET/100 dff,
seguido de una ligera disminucion el dia 9 y una drastica disminucion el dia 12 (Figura
12). En el ultimo dia, la fruta tratada con QTS-55 kDa tuvo un valor ligeramente
superior (p<0.05) al de las papayas tratadas con QTS-13 kDa. Por otro lado, la fruta
tratada con fungicida mostro los valores mas bajos de capacidad antioxidante seguida
por la fruta control. Un patron similar de cambios observado en todos los tratamientos
con quitosano en el ensayo ABTS se mostro en la técnica DPPH. Los resultados
indicaron que la capacidad antioxidante medida por la prueba de captacién de radicales
libres DPPH aument6 hasta el dia 6 (395 ymol ET/100 dff), disminuyendo durante el
resto del almacenamiento (Figura 13). Asimismo, hubo diferencia significativa entre el
control y fungicida versus el quitosano de diferentes pesos moleculares, donde los
valores mas altos correspondieron a los frutos tratados con quitosano, sin diferencias
entre ellos. En frutos tratados con QTS-55 y QTS-13 kDa, el DPPH fue
significativamente mas alto que el resto de los tratamientos en los dias 3, 6 y 9. Estos

resultados fueron similares a los informados por Zhang y col (2019) en frutos de
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Figura 13. Capacidad antioxidante medida por el método DPPH en papaya inoculada
con Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no
recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico y QTS-55 kDa,
QTS-25 kDa, QTS-13 kDa. Las barras verticales en las columnas representan la
desviacion estandar de las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos y almacenamiento de dias (p<0.05). Valor

LSD=

6

90

bc bc b

9

ggh

12




nectarina, donde se aplicé QTS-30 kDa, donde se obserevé que promovieron una
mayor capacidad antioxidante a través de los ensayos de eliminacion de radicales
libres ABTS y DPPH. Por su parte, Jung y Zhao (2012) sefialan que las QTS-22 y QTS-
30 kDa fueron significativamente mas altas en la actividad secuestrante de radicales
DPPH en comparacion con las muestras de QTS-4.5 kDa. Por tanto, el quitosano
puede actuar como molécula inductora e interactuar con los receptores de membrana,
provocando un aumento de la actividad antioxidante del huésped (fruto) e inhibiendo el
crecimiento de una serie de hongos patogenos (Benhamou 1996). En general, en este
estudio se observo que QTS-55 y QTS-13 kDa participaron en los mecanismos de
defensa debido a que los frutos de papaya tratados con estos tratamientos presentaron
el menor desarrollo fungico y los mayores contenidos de acido ascorbico y compuestos
fendlicos, asi como las actividades mas altas de ABTS y DPPH. En la literatura se
sefala que los recubrimientos de quitosano (300 y 30 kDa) tienen el potencial de
controlar la severidad de la enfermedad en mango inoculado al inhibir la
descomposicion fungica causada por C. gloeosporioides conduciendo mecanismos de
defensa como H20>, contenido fendlico total, quitinasa, 3 actividades de 1,3-glucanasa

y peroxidasa (Jung & Zhao 2012).

Al igual que nuestros hallazgos, existen reportes que indican que el quitosano
puede actuar como inductor, promoviendo la activacion del sistema de defensa de los
frutos debido a que el biopolimero estda compuesto por oligoquitinas y oligoquitosanos
(componentes estructurales de los fitopatdgenos) y la diferencia entre microorganismo

y quitosano es no reconocido, por lo que el sistema de defensa de la fruta lo considera
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un ataque de un agente extrafio desencadenando respuestas del sistema de defensa

durante el almacenamiento de las frutas (Ngo & Kim 2014).

B. Segunda etapa de investigacion
1. Evaluacién de la variable de respuesta utilizada para optimizar quitosano
biotecnolégico

a. Grado de desacetilacion (GD)

Las quitina desacetilasas son enzimas responsables de catalizar la desacetilacion
de la quitina para preparar quitosano (Arnold y col 2020). En esta investigacion se
incubaron distintos volumenes de inéculo de C. gloeosporioides que contenian a la
enzima quitina desacetilasa de 5, 9, 20, 30 y 35 mL/L con quitina obtenida por FAL (10
g) durante 7 dias a 30 °C. Los valores de GD obtenidos experimentalmente variaron
entre 27% y 83% (Cuadro 8). El analisis de varianza del modelo de prediccion para GD
del quitosano, muestra la relacion entre esta variable de respuesta y las variables del
proceso de desacetilacion enzimatica [volumen de inéculo (VI, mL) y Concentracion de
nutrientes (CN, g/L)]. El analisis de varianza mostré6 un modelo cuadratico significativo
(p<0.0001) para GD. Este analisis también mostr6 que el GD del QTS B fue
significativamente dependiente de los términos lineales del volumen del inoculo (VI;
p<0.0001) y la concentracién de nutrientes (CN; p<0.0017), asi como del término de
interaccion (VI*CN; p<0.0001) y los términos cuadraticos del volumen del inoculo (VI?;
p<0.0009) y concentracién de nutrientes (CN?; p<0.0001). El modelo de prediccion para

el GD del QTS B usando variables codificadas fue:
Yep =85.82-3.43X1-1.63X2 +3.98X1 X2 -1.69X412-3.32X>2

El modelo de prediccion para el GD del QTS B usando variables no codificadas fue:
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Cuadro 8. Disefio experimental empleado para obtener diferentes combinaciones de
volumen de indculo y concentraciéon de nutrientes (VI, CN) para la produccién de
Quitosano por desacetilacion enzimatica, y resultados experimentales de la variable de

respuesta (Grado de desacetilacion).

No. Volumen de in6culo  Concentracion de Grado de
(mL) nutrientes (g/L) desacetilacion (%)
1 09.39 18.18 49.07
2 30.61 18.18 44.59
3 09.39 81.82 51.99
4 30.61 81.82 55.01
5 05.00 50.00 27.05
6 35.00 50.00 83.18
7 20.00 05.00 45.89
8 20.00 95.00 51.08
9 20.00 50.00 51.52
10 20.00 50.00 58.65
1 20.00 50.00 55.38
12 20.00 50.00 49.04
13 20.00 50.00 56.34

Disefio central compuesto rotable con dos factores y cinco niveles; 13
tratamientos. No: corresponde al orden de procesamiento. X1 = VI= volumen del
in6éculo (mL), X2 = C = Concentracion de nutrientes (g/L). Yep = Grado de

desacetilacion.
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Yep =89.079-0.065 VI+0.565 CN+3.65x10 VI*CN-1.727x104 VI2-0.027CN?

Este modelo de prediccion explico el 98% de la variabilidad total (p<0.0001) de los
valores del GD del QTS B. El coeficiente de determinacién R? ajustada del modelo fue
97 % y la falta de ajuste no fue significativa (p > 0.05). Ademas, la dispersion relativa de
los puntos experimentales con respecto a los valores predichos con el modelo (CV) fue
de 0.97%. Estos valores indican que el modelo experimental para el GD del QTS B fue

adecuado y reproducible.

A partir del modelo matematico de prediccion del GD se construyeron graficos de
superficie de respuesta y de contornos (Figura 14) en los cuales se observa el efecto
de las variables de la desacetilacion enzimatica (VI y CN) sobre el GD de QTS B. El
volumen de inoculo (mL) y la concentracion de nutrientes (g/L) tuvieron efecto
importante sobre el GD del QTS B. Los maximos valores (alrededor del 83%) de esta
variable de respuesta se encuentran a volumenes de inoculos altos y concentraciones
de nutrientes medios, conforme aumenté o disminuyo la concentracion de nutrientes
hubo una disminucion del grado de desacetilacidon. Como en el analisis de varianza se
encontré que la interaccion entre el VI y la CN fue significativa, se tuvo un efecto
contrario a volumenes de in6culo bajos, donde los minimos valores de GD (alrededor
del 27%) se encontraron a concentraciones de nutrientes medios (50 g/L), conforme
aumentd o disminuyod la concentracion de nutrientes hubo un aumento del grado de
desacetilacion. Durante el analisis por metodologia de superficie de respuesta se debe
caracterizar los graficos de superficie y contornos obtenidos; la caracterizacion de la
superficie consiste en ubicar el punto estacionario el cual puede ser un maximo, un

minimo o un punto silla. Asimismo, el punto estacionario puede ubicarse dentro o fuera
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Figura 14. Grafica de superficie y contornos que muestra el efecto del volumen del
in6culo (mL) y concentracion de nutrientes (g/L) sobre el grado de desacetilacion del

quitosano obtenido por método biotecnoldgico.
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del entorno experimental. Al caracterizar la superficie de la Figura 14 se puede
observar que el punto estacionario se encuentra fuera del entorno experimental y lo
que se tiene en la superficie es una cresta ascendente, la cual se ubica, como se
mencionod anteriormente, a volumenes de indculos altos (35 mL) y concentraciones de
nutrientes medios (50 g/L). En este estudio es deseable obtener el valor maximo
posible del grado de desacetilacién, por lo que es posible obtener un grado de
desacetilacion mayor al 83%. Lo que se hace en estos casos es seguir experimentando
en el sentido del 6ptimo [en este caso experimentar a volumenes de indculo mayores a
35 mL y a una concentracion de nutrientes intermedia (50 g/L)], siempre que lo
permitan las condiciones de operacion del sistema. Se propone un éptimo alternativo,
en donde la respuesta sea favorable y las condiciones de operacion son posibles. En
este caso se propusieron volumenes de indculo mayores a 35 mL/L, con una
concentracion de nutrientes de 50 g/L, encontrandose que cuando la quitina se incubo
con un volumen de in6culo de 50 mL/L se obtuvo una desacetilacion casi completa,
obteniendo un QTS B con un GD de casi del 90%, lo que demuestra la presencia y
actividad de la enzima en el medio, provocando la desacetilacién de casi todas las
unidades de N-Acetilglucosamina del biopolimero. Es por ello que, las condiciones
optimas del proceso de desacetilacion enzimatica (DE) fueron: volumen de in6culo de
50 mL/L y una concentracion de nutrientes de 50 g/L. Con estas condiciones optimas

de DE se obtuvo un alto GD (89%) del QTS B.
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En la literatura, el proceso de desacetilacion enzimatica se ha descrito previamente
para quitina desacetilasa de diferentes microorganismos incluyendo los hongos como
Mucor sp (Alvarez-De la Hoz y col 2011). Recientemente, se pudo observar que la
aplicacion de qutina desacetilasa del hongo Myceliophthora thermophila, fue efectiva
para obtener un 90% de GD en un quitosano de 100 kDa (Krolicka y col 2018). Por su
parte, una quitina desacetilasa de Acinetobacter schindleri MCDAO1 demostrd tener
una tasa alta de actividad y reaccién de desacetilacion para la quitina, la enzima
elimino un 63.05% el grupo acetilo (Yang y col 2022).

De acuerdo a lo reportado por Sixto-Berrocal y col (2023) se utilizé un coctel de
desacetilasas producido por Aspergillus niger para la desacetilacion de la quitina, y
como resultado el QTS B presenté un grado de desacetilacion superior al 78%. Por lo
tanto, quitina desacetilasa es un potente descomponedor de quitina para catalizar la
desacetilacion de quitina y obtener quitosano y se espera que estos hallazgos permitan
la conversion efectiva de los biorrecursos de quitina en sus valiosos derivados:
nanofibras de quitina, quitosano y quitooligosacaridos (Arnold y col 2020). Otro
bioproceso reportado es el realizado por Sedaghat y col (2017), al quitosano se le
determiné el GD (88%) obtenido por FAL y desacetilacion por autoclave, obteniéndose
que este bioproceso presento diferencias significativas con los procesos quimicos y la
utilizacion de FAL-microondas.

2. Caracterizacion quimica de quitina, quitosano comercial y quitosano
biotecnolégico optimizado

En esta etapa no fueron caracterizados los tres quitosanos comerciales,

unicamente fue caracterizado el quitosano comercial de peso molecular alto (QTS C) ,
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la quitina [obtenida al aplicar condiciones optimizadas del proceso de fermentacién
acido lactica (tiempo de fermentacion (t)=108 h/concentracién de azucar (C)=8.74%)
(Cabanillas-Bojorquez, 2023) y el quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B)
(obtenido por desacetilacion enzimatica con el extracto enzimatico fungico de C.
gloeosporioides) (Cuadro 9).

Las muestras con mayor humedad se observan en la quitina las cuales presentaron
10% de humedad, seguido del QTS B (3%) y finalmente QTS C con 1%: un porcentaje
mayor de humedad puede deberse a una menor masa molecular del biopolimero, ya
que, con mayor cantidad de grupos hidrofilicos libres, como los grupos hidroxilos,
aminos y aldehidos al final de la cadena polimérica aumenta la higroscopicidad de los
polimeros tras la desacetilacion y explican el aumento de capacidad de absorcion de
agua (Gocho 2000). Los resultados de este estudio concuerdan con los de Adekanmi y
col (2020) quienes registraron un contenido de humedad del QTS C en el rango de
2.37-5.4%. Sin embargo, también se han reportado niveles mas bajos de contenido de
humedad como 0.35%, 0.41%, 0.52%, 0.009% y 0.0048% para QTS C de diferentes
pesos moleculares en un rango entre 50 y 115 kDa (Kumari y col 2017).

Los contenidos de proteina cruda de la quitina, CTS C y CTS B fueron de 37.16%,
34.67% y 35.13%, respectivamente (Cuadro 9). El bioproceso de FAL y la DE propicid
un decremento (p<0.05) en el contenido de proteina (de 37.16% a 35.13%). La
presencia del contenido proteico en el quitosano se debe a que el exoesqueleto de los
crustaceos (camaron) es una capa no celular secretada por la epidermis, el cual se

encuentra formando una organizacién jerarquica de varios niveles estructurales.
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Cuadro 9. Composicion proximal de quitina, quitosano comercial y quitosano

biotecnologico optimizado.

Composicion Quitina QTS C QTS B
Fisicoquimica (%, bs)
Humedad 10.00+0.72 1.00+0.9¢° 3.00+0.8°
Proteinas 37.16+0.12 34.67+0.4° 35.13+0.6°
Lipidos 9.53+0.72 6.36+0.4° 6.24+0.3°
Cenizas 24.00+0.92 20.00+0.2° 16.00+0.1°¢
Carbohidratos 19.31+0.5°¢ 37.88+0.72 27 .55+0.4°

Medias con letra diferente en el mismo renglon indican diferencia significativa (p<0.05);

QTS C= Quitosano comercial, QTS B= Quitosano biotecnologico optimizado.
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En el nivel molecular se encuentra la quitina, la cual mediante su alineamiento
antiparalelo forma estructuras altamente cristalinas, el siguiente nivel estructural es el
arreglo entre las moléculas que se encuentran ligadas en la periferia a proteinas
globulares formando estrechas unidades llamadas nanofibrillas, el tipo de proteinas
presentes contiene B—aminoacidos como la glicina, tirosina, glicoproteinas conteniendo
residuos histidilo y aspartilo, acido aspartico, serina y glicina, el contenido de proteina
para distintos quitosano oscila entre 20% y 47% de acuerdo a los reportado por Colina
y col (2014).

Las muestras de quitina, QTS C y QTS B tuvieron contenidos de lipidos de 9.53%,
6.36 y 6.24%, respectivamente (Cuadro 9). Colina y col (2014) reportaron un contenido
de lipidos de 1.3% a 9.9%,sefalando un contenido de lipidos en un rango entre 5% vy
20% en diferentes QTS C (sin especificar el PM).

QTS B registré el contenido de cenizas mas bajo en comparacion con quitina,
seguido del QTS C (Cuadro 9). El bajo contenido de cenizas de QTS B (16%) es una
indicacion del éxito en el paso de desmineralizacion por FAL; lo que lleva a un bajo
nivel de sustancias inorganicas en las muestras de QTS B (Kumari y col 2017). Los
contenidos de cenizas de QTS registrados en este estudio fueron superiores a los
valores, 1.3%, 1.5% y 1.8%, reportados por Anand y col (2014).

Sin embargo, Juarez (2010) obtuvo quitosano por proceso biolégico/quimico el cual
presentd un contenido de cenizas de 19%. El contenido de cenizas es ligeramente mas
alto comparado con los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que durante la
desproteinizacion enzimatica aparentemente no existe una considerable separacion de

los minerales presentes en la muestra.
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Respecto al contenido de carbohidratos en la muestra de QTS C presentd un
contenido mayor del 37%, el contenido de carbohidratos disminuy6 para el caso de
QTS B y quitina con 27 % y 19%, respectivamente (Cuadro 9). En la literatura se
reporta un contenido de carbohidratos en muestras de QTS C en un rango de 27% a
37%, lo cual fue similar a los resultados de esta investigacion (Anand y col 2014).

3. Caracterizaciéon fisico-quimica del quitosano comercial y quitosano

biotecnolégico optimizado

a. Peso molecular

La FAL y la DE fueron bioprocesos mas eficientes que la desacetilacidon
convencional o quimica (QTS C de PM 50 kDa), pues permitieron obtener un QTS B de
mayor peso molecular (309.3 kDa). Se ha mencionado que la desacetilacion enzimatica
puede generar pesos moleculares altos en comparacién a la desacetilacion quimica y
eso puede ser debido a una de las caracteristicas del quitosano (molécula susceptible),
este polimero puede ser modificado facilmente ya que presenta grupos funcionales
libres como grupo amino primario en unidades desacetiladas en C2, grupos hidroxilo
primarios en C6, asi como los secundarios en unidades acetiladas o desacetiladas en
C3, estos grupos reactivos se pueden modificar rapidamente permitiendo Ia
funcionalizacion del quitosano con una amplia variedad de moléculas bioactivas
(enzimas) (Mourya y Inamdar 2008).

Ademas, los grupos amino del quitosano permiten ser explotados a pH bajo como
grupos protonados y cargados positivamente para conferir propiedades
polielectroliticas, mientras que, a pH mas alto, la amina natural se desprotona y se

convierte en nucleodfilo puede sufrir una variedad de reacciones enzimaticas con grupos
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electrofilicos por enlaces covalentes. Las enzimas, al unirse al sustrato (quitina),
realizan una desacetilacidon especifica sin dafar los enlaces glicosidicos de tipo B (1-4)
de la estructura del quitosano permitiendo que la reaccion ocurra mas eficientemente,
logrando cadenas lineales formadas por mondémeros de D-glucosamina mas grandes
(Aljawish y col 2015).

Por lo tanto, la funcionalizacion del quitosano mediada por enzimas puede ofrecer
ventajas de seguridad sobre los métodos de modificacion quimica. Varios estudios han
demostrado que la funcionalizacién enzimatica del quitosano puede mejorar sus
propiedades iniciales o crear nuevas propiedades funcionales con la capacidad de
mantener sus propiedades iniciales intactas y asi ampliar el campo de aplicaciones (Shi
y col 2006; Cunha y Gandini 2010; Aljawish y col 2012).

Resultados similares fueron descritos por Sedaghat y col (2017) quienes realizaron
una FAL en condiciones oOptimas (20% de glucosa y 6 dias de fermentacion) para
extraer quitina y obtener QTS B por autoclave; presentando el QTS B un peso
molecular de 362 kDa. Por su parte, Knidri y col (2019) obtuvieron exitosamente QTS B
de caparazones de gambas, los resultados mostraron que la extraccion asistida por
microondas permitié producir QTS B de peso molecular de 300-360 kDa. Sin embargo,
un PM menor al de esta investigacion obtenido por FAL-extraccion enzimatica de
Aspergillus niger fue reportado por Sixto-Berrocal y col (2023), en donde el QTS B
presenté un PM de 71.31 kDa.

b. Medicién de color y capacidad de retencion de agua y grasas

El color de la superficie de las peliculas de quitosano es un parametro importante

que influye en la apariencia general y la aceptacién del consumidor. Todas las peliculas
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del QTS B y QTS C eran visualmente blanquecinas; en el valor a*, QTS B mostro la
mayor intensidad del color rojo (2.09) mientras que CTS C mostré un valor negativo (-
1.89) (Cuadro 10). Por otra parte, QTS B y QTS C resultaron en valores similares de b*
(8.91 y 8.89, respectivamente) (p>0.05), indicando una tendencia hacia el amarillo

(Cuadro 10).

Asimismo, se observo un valor similar de L* de 77.53 y 78.99 entre las peliculas
CTS By CTS C como se muestra en la Cuadro 10. Debido a la similitud de estos
parametros de color entre QTS By QTS C, el QTS B cumple con la apariencia fisica de
las peliculas basadas en quitosano y refleja que el método de obtencion biotecnologico
es viable para la extraccion de quitosano. Ademas, en la literatura se menciona que los
agentes blanqueadores quimicos con los que se extrae el QTS C podrian disminuir la
capacidad de union a las grasas, el peso molecular y la viscosidad de los quitosanos
(Rasweefali y col 2022). Valores de color en las peliculas de QTS C similares fueron
reportados previamente por Rasweefali y col (2022) con un valor de L* de 68.99, a* de -
1.55 y b* 8.82. También, se obtuvieron colores similares a Xie y col (2022) entre la
pelicula de QTS de 100 kDa (a*=0.16 y b*=10.93) y la pelicula de QTS de 300 kDa
(@a*=0.13 y b*=11.33). Sin embargo, hasta el momento no existe informacion en
literatura sobre los parametros de color de las peliculas quitosano obtenidas por

método biotecnoldgico optimizado.

Por otro lado, la capacidad de retencién al agua (CRA) de una sustancia se
describe como la tendencia del agua a exhibir una fuerte afinidad con las sustancias
hidrofilas. La CRA predice la conservacion de la calidad del recubrimiento comestible

durante el procesamiento y el almacenamiento de los frutos tratados y se menciona
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Cuadro 10. Color (luminosidad L* y parametros a* y b*), capacidad de retencién de

agua y grasas de las peliculas a base de quitosano comercial (QTS C) y quitosano

biotecnologico optimizado (QTS B).

Pelicula Medicion de color Capacidad Capacidad
de de retencion de unién de
quitosano de agua (%) grasas (%)
Luminosidad Parametro Parametro
b a
QTS C 78.99+0.32 8.89+0.72  -1.89+0.1° 581.14+0.12 676.20+0.62
QTS B 77.53%0.72 8.91+0.42  2.09+0.62 548.33+0.8° 547.00+0.2°

Los valores representan la media de tres réplicas + desviacion estandar. Medias en la

misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).
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que una CRA mayor, puede ser deseable para evitar el exceso de pérdida de agua en
la superficie de los frutos con contenido alto de humedad (Terkula y col 2022). La CRA
de la pelicula comestible a base QTS B fue de 548.33%, este valor estuvo cerca del
obtenido en el recubrimiento comestible a base de QTS C (581.14 %)(Cuadro 10). En
la literatura, Hossain y Igbal (2014) reportaron que la CRA para seis QTS C oscil6 entre
un 458% y 805%. Por otra parte, Rout (2001) encontré que CRA para QTS C estuvo
entre 581% y 1150% y que se puede mejorar por los procesos de obtencion de
quitosano como la desmineralizacion y la desproteinizacion teniendo un efecto

significativo en CRA.

Mientras tanto, la capacidad de union de grasas (CUG) del QTS B mostré un 547%
y estuvo dentro del rango reportado para el QTS C (676%) (Cuadro 10), lo cual, a su
vez, coincide con los 535% de CUG reportados por No y col (1998); no obstante, el
valor obtenido en este estudio fue inferior al valor reportado para QTS C (722%)
(Rasweefali y col 2022). Por su parte, Rout (2001) informd que cambiar la secuencia de
pasos de la obtencion de quitosano influye en la CUG, por ejemplo, se observa un
aumento en CUG cuando la desmineralizacion se lleva a cabo antes de la
desproteinizacion, seguida de la desacetilacion, por el contrario, se observa una
disminucion de CUG cuando la desproteinizacion se realiza antes de la
desmineralizacion, seguida de desacetilacion. Asi mismo, se ha informado que un
tiempo de desacetilacion mas prolongado mejora tanto CRA como CUG, también se
afirmo6 que el CRA y el CUG del quitosano son una propiedad funcional que depende

del método de procesamiento (Kumari y col 2017). Sin embargo, es importante
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mencionar que en literatura no existe informacién acerca de CRAy CUG de un QTS B

obtenido por FAL y desacetilacion enzimatica.

C. Tercera etapa de investigacion

Para esta etapa es necesario mencionar que en literatura no existe informacion
sobre el impacto que tiene un QTS B sobre la actividad antifungica, parametros de
calidad poscosecha, compuestos bioactivos, capacidad y actividad enzimatica
antioxidante, por lo tanto, las comparaciones se realizaron por el PM del QTS C, QTS B
y los PM reportados en distintas investigaciones publicadas.

1. Espesor y permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas de

quitosano comercial (QTS C) y quitosano biotecnolégico (QTS B)

Respecto al espesor de las peliculas comestibles a base del QTS C y QTS B
estuvieron comprendidos entre 0.18 y 0.20 mm, respectivamente. Dichos valores no
fueron significativamente diferentes entre si, por lo tanto, el incremento del PM de un
tratamiento (QTS C) a otro (QTS B) no influyé en el espesor de las peliculas. Se
menciona que, utilizar quitosano para la formacion de una pelicula reduce la elongacion
y la rotura de las mismas (Kumari y col 2017). De acuerdo a Liu y col (2020) la
presencia de los grupos amino e hidroxilo del quitosano refuerza la relacion
intermolecular de los enlaces de hidrogeno, estas caracteristicas del quitosano generan
una mayor cohesién de la red polimérica y limita el deslizamiento de las cadenas
poliméricas durante el ensayo de traccion, reduciendo asi la capacidad de elongacion
de la pelicula (Bonilla y col 2014). En literatura, se menciona un grosor similar a esta

investigacion por Ruiz-Ramos y col (2006) con 0.15 mm en peliculas de QTS C de PM
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de 150 kDa y 75% GD (1%). Por su parte, Llanquileo y col (2022) sefialaron un grosor

de 0.03 mm en la pelicula de quitosano de 300 kDa y 75% GD.

En cuanto a la PVA se pudo observar que la pelicula de QTS C presentd mayor
PVA con 1.15 g m Pa s' m? en comparacion con la pelicula de QTS B con 1.07 g m
Pa' s*' m?, teniendo en cuenta estos resultados se sugiere que la PVA dependio del
PM de los tratamientos al presentar diferentes valores (Cuadro 11). Es importante
mencionar que la disminucién de la PVA permite que el QTS B pueda ser utilizado
como bioempaque para las frutas de papaya. En peliculas hidrofilicas como las de
quitosano, el agua interactua a través de enlaces de hidrégeno, lo que aumenta el
volumen libre y la flexibilidad de las peliculas mediante modificaciones de la
permeabilidad de la pelicula. Asi, la presencia de agua en estas peliculas influye en la
forma en que el gas es absorbido y difundido (Cazén y Vazquez 2020). Como otros
polimeros hidrofilicos, quitosano presenta variaciones en la PVA en relacién con la
actividad del agua (AG). A valores bajos de AG, la permeabilidad de la pelicula es
relativamente baja porque la solubilidad en agua es baja. Un valor de AG creciente
conduce a un contenido de humedad de pelicula creciente (isoterma de sorcion de
humedad sigmoidal), lo que aumenta la capacidad de transferencia de agua. A un valor
alto de AG, el extenso hinchamiento de los polisacaridos con el aumento de la

absorcion de agua mejora la difusion de las moléculas de agua (Kittur y col 1998).
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Cuadro 11. Espesor y permeabilidad al vapor de agua (PVA) de quitosano comercial

(QTS C) y quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B).

Tratamientos  Espesor (mm) Permeabilidad al vapor
del agua (g m Pa™' s' m?)

QTS C 0.18+0.92 1.15x10711+1.12

QTS B 0.20+0.72 1.07 x 10-11+£0.9P

Los valores representan la media de tres réplicas + desviacion estandar. Medias en la
misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (Prueba t-

student, p<0.05).
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Srinivasa y col (2007) informaron que el contenido de humedad en las peliculas
disminuye con el aumento de la concentracion de quitosano. Los valores de PVA de
esta investigacion fueron menores a las reportadas por Ruiz-Ramos y col (2006)
quienes sefialan una PVA de 3 a5 g m kPa' d'' m2 en peliculas de QTS C de PM de
150 kDa y 75% GD (1%). Se menciona que, en peliculas de QTS C de diferentes PM
(1, 30, 100, 300 kDa) la humedad y PVA disminuyeron marginalmente con el aumento
del PM, lo que podria estar asociado a una pelicula con estructura mas compacta y

suave.

2. Ensayo antifungico in vitro
a. Crecimiento radial micelial, germinacién de conidios

Los tratamientos QTS C y QTS B fueron igual de efectivos para inhibir el
crecimiento radial micelial del hongo C. gloeosporioides ya que ambos presentaron
100% de inhibicién; mientras que el tratamiento fungicida mostré solamente un 73% de
inhibiciéon siendo significativamente menor que los tratamientos con quitosano (Figura
15). El efecto antifungico del quitosano se debe al grupo amino cargado positivamente
que interactua con los componentes cargados negativamente de las paredes celulares
o citomembranas fungicas, como glucano, manano, proteinas y lipidos (Tan y col
2016). Al aplicarse, quitosano de diferentes PM (1, 30, 100 y 300 kDa) los diametros de
inhibicidn contra S. aureus y E. coli fueron afectados conforme aument6 el PM (Xie y
col 2022). EI QTS C (300 kDa) y el oligoquitosano (6 kDa) inhibieron significativamente
el crecimiento del micelio de A. kikuchiana y P. piricola de acuerdo con Meng y col

(2010).
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Figura 15. Efecto del quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B) y el quitosano
comercial (QTS C), fungicida quimico (tiabendazol) sobre la inhibicién del crecimiento
micelial radial de Colletotrichum gloeosporioides. Los valores representan la mediana
de nueve réplicas. Letras diferentes en el parametro indican diferencias significativas

(p<0.05).
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Kulikov y col (2015) llevaron a cabo un estudio para relacionar el PM y la actividad
antifungica de 8 QTS C con un rango de peso de 0.73—-20 kDa contra Candida spp. Los
autores encontraron que todos los QTS C presentaban actividad contra Candida spp
por la disminucién y modificacion de las paredes celulares de los hongos. Por su parte,
el quitosano de 17, 23 y 30 kDa y 75% GD inhibieron el crecimiento micelial en los tres

aislados de R. stolonifera (Guerra-Sanchez y col 2008).

En la Figura 16 se presenta la inhibicion de la geminacion de conidios de C.
gloeosporioides tratadas con fungicida, QTS C y QTS B, se observé que los
tratamientos a base de quitosano presentaron wuna inhibicion de conidios
significativamente mayor en comparacion con el tratamiento fungicida (81%), en donde
QTS C y QTS B generaron una inhibicion del 91% y 93%, respectivamente. La
inhibicion de conidios puede deberse a que el quitosano puede formar una pelicula de
Langmuir-Blodgett (la cual contiene una o mas monocapas de un material organico,
depositados en la superficie de un liquido sobre un soélido por inmersién del sustrato
solido sobre el liquido) para limitar la funcionalidad de las membranas celulares
fungicas, posteriormente el quitosano se adsorbe homogéneamente y penetra,
aumentando el grosor, la rugosidad y el orden de la cadena por interaccion
electrostatica, dipolar e hidrofébica, debilitando la estabilidad de las membranas
celulares (Fan y col 2018). Asi también, se reportd que la germinacion de esporas de A.
kikuchiana y P. piricola fueron significativamente inhibidos tanto por el QTS C (300

kDa) como el oligoquitosano (6 kDa) después de 6 h de inoculacion (Meng y col 2010).
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Figura 16. Efecto del quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B) y el quitosano
comercial (QTS C), fungicida quimico (tiabendazol) sobre la inhibicion de la
germinacion de conidios de Colletotrichum gloeosporioides. Los valores representan la
mediana de nueve réplicas. Letras diferentes en el parametro indican diferencias

significativas (p<0.05).
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Por su parte, Badawy y Rabea (2009) analizaron QTS C de diferentes pesos
moleculares (5, 37, 57 y 290 kDa) y observaron que todos los PM fueron efectivos para

inhibir el crecimiento de B. cinérea.

3. Actividad antifungica in vivo

a. Incidencia y severidad de antracnosis

Los primeros sintomas de la enfermedad de antracnosis se presentaron al dia 3 en
los frutos control con el 11% de los frutos dafiados del total de los frutos almacenados.
Mientras que, los tratamientos fungicida, QTS C y QTS B lograron retardar la aparicion
de los sintomas hasta el dia 4, con un 22%, 22% y 5% de los con sintomas,
respectivamente. Al dia 7 de almacenamiento, todos los frutos control y los tratados
con fungicida (100%) estaban infectados por antracnosis, mientras que en el QTS C fue
al dia 8 en el que todos sus frutos presentaban sintomas de la enfermedad. Para el
caso del tratamiento QTS B fue al finalizar el tiempo de almacenamiento (dia 12) en el
que el 100% de los frutos tenian sintomas por antracnosis (Figura 17). Este
comportamiento pudo deberse a que el QTS provoco la expulsion del citoplasma fuera
de las células en el micelio, causando dafio irreversible en la membrana celular (Zhou y
col 2016). Ademas, en un estudio reportado por Zahid y col (2015) se observd que con
un QTS de 50 kDa se presenta una menor viscosidad del quitosano que le permite
entrar en el nucleo de la célula, interfiriendo con la sintesis del ADN y ARNm vy
afectando la produccién de proteinas y sintesis de varias enzimas. Mientras que, el
quitosano de 350 kDa presentd una viscosidad mas densa y recubrié al hongo

afectando a la morfologia de las esporas en varias etapas, reduciendo el peso del
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Figura 17. Porcentaje de incidencia de antracnosis en papaya inoculada con
Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no
recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico, quitosano
comercial (QTS C) y quitosano biotecnolégico optimizado (QTS B). Las barras
verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las medias de tres
réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos y dias de

almacenamiento (p<0.05). Valor LSD= 7.68.

114



micelio y también el crecimiento de las esporas. Por otra parte, la aplicacion de
quitosano obtenido por la desacetilacion en autoclave y ultrasonido inhibieron los
crecimientos de levadura y moho completamente en pepinos y tomates durante 10 dias

de almacenamiento de acuerdo a Adeboyejo y Oyesanya (2023).

Asimismo, para los frutos de pera recubiertos con QTS C (300 kDa) y
oligosacaridos (6 kDa) la incidencia de la enfermedad de la mancha negra causada por
A. kikuchiana 'y P. piricola se redujo en comparacién con los frutos control, en donde los
primeros sintomas se observaron después de las 72 h de inoculacion. A pesar de que
el oligosacarido (6 kDa) presentd una inhibicidn sobre el crecimiento in vitro, el QTS C
(300 kDa) logro retardar significativamente la aparicion de los sintomas. La diferencia
entre tratamientos puede estar relacionado con una reduccion en la concentracion de
oligoquitosano en la pelicula formada en la fruta debido a una menor viscosidad y
mayor difusividad que el QTS C y pudo resultar en un efecto de control relativamente
deébil en la actividad antifungica (Meng y col 2010). En un estudio publicado por Badawy
y Rebea (2009) en donde se aplicaron quitosanos de diferentes PM (5, 37, 57 y 290
kDa) se observé que la enfermedad del moho gris causado por B. cinerea en tomate se
retrasé comparado con el control. Asimismo, se pudo notar que cada uno de los
quitosano presentd un efecto positivo antifungico, pero, fue el quitosano de 57 kDa

quien proporciono un excelente control del moho gris (Badawy y Rebea 2009).

La severidad de antracnosis de los frutos de papaya tratados con fungicida y los

diferentes quitosanos se observa en las Figuras 18 y 19. Los sintomas de antracnosis
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Figura 18. Imagenes representativas de los frutos de papaya tratados con quitosano
comercial (QTS C), quitosano biotecnologico optimizado (QTS B) y fungicida quimico
(tiabendazol) mostrando sintomas de antracnosis sobre la superficie epidérmica

durante 12 dias de almacenamiento a 25 °C.
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Figura 19. Porcentaje de severidad de antracnosis en papaya inoculada con
Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no
recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico, quitosano
comercial (QTS C) y quitosano biotecnolégico optimizado (QTS B). Las barras
verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las medias de tres
réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos y dias de

almacenamiento (p<0.05). Valor de LSD= 7.87.
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se desarrollaron conforme avanzoé el tiempo de almacenamiento y al dia 6 los frutos
control y fungicida presentaban un area dafnada en la superficie de los frutos de 18% y
10%, mientras que los tratamientos con QTS C y QTS B tenian un dafo del 14% y 2%,
respectivamente. A pesar que los frutos control fueron afectados con una mayor area
mas rapido que el resto de los tratamientos , en el dia 9, los frutos tratados con
fungicida mostraron un mayor dafo (49%) que el control (41%). Mientras que, los frutos
tratados con QTS C y QTS B presentaron una severidad de 18% y 10% al mismo dia,
respectivamente. Los sintomas se presentaron como lesiones coalescentes y se
extendieron en varias zonas del fruto. En la zona central de la lesion se observo un
pequefio hundimiento de color gris a café con puntos de color salmoén o rosa en donde
se ubican los acérvulos y los conidios (estructuras reproductivas). Al finalizar el
almacenamiento los frutos de papaya tratados con QTS B mantuvieron los valores mas
bajos en la severidad de dafo(29%), lo que le permite mantener mejor calidad en los
frutos. Resultados similares fueron reportados por Meng y col (2010), ya que
observaron que los tratamientos con QTS C (300 kDa) y oligoquitosano (6 kDa)
redujeron la expansion de la lesidn de los hongos A. kikuchiana y P. piricola en frutos
de pera. Por su parte, Chien y Chou (2006) sefialan que la severidad en frutos citricos
fue menor cuando se trataron con recubrimientos de dos QTS C uno de 357 kDa y otro
de 15 kDa, los dos quitosanos fueron efectivos inhibiendo la lesion de P. digitatum, P.
italicum, B. lecanidion y B. cinerea que lo observado en los tratados con fungicida y el
control. En esta investigacion, la incidencia de la enfermedad y el diametro de la lesion
de antracnosis en los frutos de papaya tratados con QTS B fueron mas bajos que los

de los frutos de control, fungicida y QTS C durante la incubacion, lo que podria deberse
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al resultado del aumento del sistema antioxidante enzimatico (POD y CAT) y no

enzimatico (AA, fendlicos y flavonoides totales).

4. Analisis de calidad poscosecha

a. Pérdida de peso, firmeza, color externo y sélidos solubles totales

La pérdida de peso de los frutos de papaya disminuy6 durante el almacenamiento a
25 °C. Los tratamientos QTS C y QTS B aplicados como recubrimientos redujeron la
pérdida de peso en comparacién con los frutos tratados con fungicida y control
especificamente al finalizar el tiempo de almacenamiento con 10.93%, 10.45%, 12.91%
y 12.35%, respectivamente (Cuadro 6). La pérdida de peso poscosecha pueden
deberse a la pérdida de humedad como proceso natural de degradacién en la
maduracion, resultando en un encogimiento del tejido de la fruta (Ghosh y col 2021). La
superficie de una fruta tratada con quitosano puede desarrollar una capa comestible
que sirve como barrera de gases (evitando el intercambio de oxigeno y diéxido de
carbono) y ralentiza el ritmo de la respiracion (Qiu y col 2013; Ghosh y col 2021). En
este sentido, se ha observado que los tratamientos a base de QTS C logran retardar la
pérdida de peso de los frutos poscosecha en comparacién con frutos control (Sogvar y
col 2016; Limon y col 2021). De acuerdo con Adeboyejo y Oyesanya (2023) la pérdida

de peso en tomates fue efectivamente reducida por la aplicacién de
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Cuadro 6. Efecto del quitosano comercial (QTS C), quitosano biotecnoldgico
optimizado (QTS B) y el fungicida quimico (tiabendazol) sobre la pérdida de peso,
firmeza, color externo (L* y °H) y sdlidos solubles totales de papaya infectada con

Colletotrichum gloeosporioides y almacenada a 25 °C por 12 dias.

Tratamientos Analisis de calidad poscosecha

Pérdida de  Firmeza Color Color Solidos
peso (%) (N) externo  externo Hue solubles
(L*) (°H) totales
(°Brix)
Dia 0
Control 0.00£0.0° 12.25+0.5% 72.18+1.3Y  110.73+0.4® 09.05+0.2%"
Fungicida 0.00£0.0° 12.26+0.5% 71.88+1.1¢  109.99+1.0®  09.00+0.1%"
QTS C 0.0040.0° 12.25+0.6% 71.20+1.3X 110.73+0.42  08.95%0.1%
QTS B 0.00£0.0° 12.27+0.4% 72.18+1.1  109.96+1.0° 08.91+0.1%
Dia 3
Control 3.74+0.9m  (09.80+0.9% 82.55+1.1) 84.30+0.8° 10.16+0.8%
Fungicida 2.79+0.64™  09.95+0.4% 80.85+1.4 84.13+1.8° 09.50+0.6°f
QTS C 2.44+0.6™  10.91+0.1 83.06+1.6" 83.06+1.0¢ 08.58+0.1M
QTS B 2.06+0.4™" 11.32+0.4% 85.95+1.6! 85.36+2.2° 08.40+0.7'
Dia 6
Control 7.29+1.0' 08.40+0.7" 92.55+1.1%  74.36+0.8° 10.50+0.4%°
Fungicida 6.27+0.6" 07.95+0.49 90.85+1.4%  74.13%1.4° 10.53+0.2%°
QTS C 6.13+0.51 10.34+0.8°¢ 93.06+1.2°¢ 82.26+1.9% 08.65+0.39"
QTS B 5.95+0.71 10.44+0.5% 95.95+1.6™ 82.68+2.0% 08.73+0.29"
Dia 9
Control 9.42+1.6' 06.90+0.6" 92.33+1.29" 71.62+1.6" 11.41+0.2°8
Fungicida 8.91+0.79" 06.56+0.4  92.35+0.89  70.28%1.1' 10.80+0.8°
QTS C 8.83+0.5%" 09.05+0.6%" 94.43+1.7%" 80.15+1.3¢ 09.80+0.5%
QTS B 8.79+1.2% 09.20+0.9¢ 95.95+1.1°F  81.43+0.3 09.10+0.0
Dia 12
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Control 12.91+0.92 06.58+0.6' 92.37+1.4%" 59.96+1.2' 11.7310.1°
Fungicida 12.35+0.7° 06.59+0.6' 91.67+1.8%" 56.57+1.8™ 11.35+0.1°
QTS C 10.93+0.5° 07.56+0.6%" 93.66+1.2° 62.87+0.5% 10.26+0.1¢
QTS B 10.45+0.7¢  08.40+0.2" 94.54+1.32 67.65+2.0/ 09.80+0.0%
Valor-p
(ANOVA)

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Los valores representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Medias en

la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05). El

valor p de ANOVA indica la significancia del modelo completo probado.
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quitosanos obtenidos por desacetilacion por autoclave y ultrasonido (93.65% y 81.80%,
respetivamente) en comparacion con las muestras control (58.52%) después de 10
dias de almacenamiento en refrigeracion. Cuando se aplico QTS C de 357 kDa y QTS
C de 15 kDa la pérdida de peso fue menor en comparacion con el control y los tratados

con fungicida durante el almacenamiento a 15 °C (Chien y Chou 2006).

La calidad de la fruta y la vida poscosecha estan significativamente influenciadas
por la firmeza de la fruta, que es una caracteristica clave. Los frutos con mayor pérdida
de firmeza fueron los utilizados como control ya que iniciaron en un valor promedio de
12.25 N y finalizaron con 6.58 N, mientras que los tratados con el fungicida pasaron de
1226 N a 6.59 N al finalizar el almacenamiento. Después de 12 dias de
almacenamiento, QTS B mantuvo la mayor firmeza de los frutos de papaya y presento
diferencias significativas con el control, fungicida y QTS C (Cuadro 6). Se ha
encontrado que el recubrimiento de quitosano mantiene la firmeza de la fruta de
papaya al regular las enzimas que degradan la pared celular para retrasar el
ablandamiento de la fruta. El ablandamiento de la fruta es causado principalmente por
la solubilizacion de la pectina, la pérdida de galactosa y arabinosa y la
despolimerizacion del xiloglucano durante la maduracion y después de la cosecha (Al
Eryani-Raqgeeb y col 2009). La destruccion de los polisacaridos de la pared celular se
ve facilitada por enzimas que degradan la pared celular como Poligalacturonasa (PG),
Pectinmetilesterasa (PME) y [B-Galactosidasa (B-GAL), cuyas actividades
incrementadas disminuyen la firmeza y la cohesion de la fruta en la estructura de la
pared celular (Zhao y col 2019; Lin y col 2020; Yang y col 2022). El tratamiento con

quitosano reduce la actividad y la expresion génica de PG, PME y B-GAL en diversos

122



grados en las etapas temprana y tardia del almacenamiento. Cuando se aplican
recubrimientos a las superficies de las frutas, crean una barrera que reduce el flujo de
oxigeno y ralentiza la actividad de las enzimas que rompen la pared celular, mejorando
asi la integridad de la membrana de la fruta (Lin y col 2020). Quitosano es un
polisacarido cargado negativamente, que puede formar un complejo de quitosano-
pectina e inhibir la entrada de pectinasa (como PG) en el sustrato para garantizar una

mayor resistencia de la pared celular (Gonzalez-Aguilar y col 2008).

Respecto al color externo (L* y °H), esta caracteristica es crucial en la calidad de la
fruta porque es el primer parametro en el que se centran los consumidores y tiene el
poder de influir en su comportamiento de compra (Ali y col 2011). Ademas, el grado de
maduracion y pardeamiento de los frutos infectados con antracnosis se puede evaluar
mediante las coordenadas de L* y °H (Ali y col 2011). El valor L* de los frutos de
papaya fue en aumento durante el almacenamiento, los frutos con mayor L* fueron
QTS B, seguido por QTS C, fungicida y control en orden descendiente. Diferencias
significativas fueron encontradas en los dias 6 y 12 entre el tratamiento QTS B y los
tratamientos fungicida y control; sin embargo, QTS B no presentd diferencias con los
frutos tratados con QTS C, y a su vez el QTS C no presento diferencias con el resto de
los tratamientos (Cuadro 6). Los resultados de la aplicacion de QTS B sugieren un
retraso en la senescencia y el pardeamiento de la fruta. De manera similar, con el uso
de QTS By QTS C, los valores de °H disminuyeron, presentandose un menor cambio
de color en QTS B que en QTS C (Cuadro 6). Todos estos resultados demostraron el
desarrollo y deterioro de la calidad sensorial de la fruta de papaya en diferentes grados,

la cual dependié de los tratamientos aplicados. Ali y col (2011) informaron que frutos de
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papaya con aplicaciones de recubrimientos de QTS C sufrieron cambios al formarse un
recubrimiento sobre la superficie de los frutos lo cual disminuyo el proceso de
respiracion provocando una maduracion mas lenta y por ende un desarrollo en el color

de la cascara mas lento, como lo demuestran los valores de L * y °H.

En el Cuadro 6 se muestra el contenido de SST para los diferentes tratamientos,
donde se observé un mayor aumento para los frutos control (de 9.05 a 11.73) y
fungicida (de 9.00 a 11.35 °Brix), caso contrario para los frutos que fueron tratados con
QTS B en donde se observé una retencidén de los SST entre los dias 3 y 6 del periodo
de almacenamiento. El QTS B presentd menor contenido de SST durante todos los
dias de almacenamiento y diferencia significativa con todos los tratamientos. La
retencion de SST puede estar relacionada con un menor ritmo de respiracion y sintesis
de azucar durante el proceso de maduracidon, un retraso en la maduracién es factor
clave para alargar el tiempo de la calidad de vida y exportacion de los frutos climatérico
(Moreira y col 2006). Zhao y col (2020) mencionan que una bicapa a base de quitosano
en pepino generd una consevacion de la relacion azucar/acido (indice de maduracion-
dulzura) manteniendo la calidad de los frutos por mas tiempo. En este estudio, la

aplicacion CTS B pudo retrasar la maduracién y mantener la calidad de la fruta de

papaya.
5. Compuestos bioactivos

a. Acido ascérbico y fenélicos totales

En este estudio, el contenido de acido ascorbico (AA) aumentd en los primeros 6

dias de almacenamiento seguido de una disminucion al dia 12 para todos los
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tratamientos, presentandose el mayor contenido en los frutos tratados con QTS B,
seguido por el QTS C y el fungicida, mientras que los frutos control presentaron el
menor contenido, incluso tuvieron la mayor reduccion al pasar del dia 6 al dia 12
(Figura 20). Durante la etapa de maduracion la concentracion de AA comienza a
aumentar a medida que la fruta se acerca a su madurez fisiolégica para disminuir en la
madurez comercial y senescencia (Mellidou y col 2012). Aunado a esto, el quitosano es
una biomolécula con estructura igual a diversos microorganismos que al aplicarse en el
fruto genera un reconocimiento patogénico que desencadena una respuesta del
sistema antioxidante entre ellos los compuestos bioactivos (Zhou y col 2016). Por lo
tanto, en esta investigacion la aplicacion de QTS B ocasion6é una mayor sintesis de AA
durante el tiempo de almacenamiento en comparacion con el QTS C, fungicida y el
control. Estos resultados fueron consecuentes con Juri¢ y col (2023) ya que observaron
que las mandarinas recubiertas con QTS-300 kDa tuvieron un contenido de AA
significativamente mayor (59.43%) que las frutas control. Por su parte, la aplicacion de
quitosano derivados de la desacetilacion en autoclave o asistida por ultrasonido en
tomates y pepinos lograron una mayor retencion de AA en comparacion con los frutos

control (Adeboyejo y Oyesanya 2023).
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Figura 20. Contenido de acido ascoérbico en papaya inoculada con Colletotrichum
gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no recibieron
tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico, quitosano comercial
(QTS C) y quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B). Las barras verticales en
las columnas representan la desviacion estandar de las medias de tres réplicas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos y dias de

almacenamiento (p<0.05). LSD= 7.809.
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En relacion a los compuestos fendlicos totales, la aplicaciéon de quitosano aumento
significativamente el contenido de estos durante el periodo de almacenamiento, en
comparacion con el control y fungicida; no obstante, QTS B fue mayor que QTS C
(Figura 21). Las reacciones de oxidacion suelen reducir los fenoles cuando se
almacenan las frutas (Ali y col 2020). Los frutos tratados con QTS B redujeron la
pérdida de fendlicos lo cual puede deberse a una disminucion en la respiracion y
transpiracion del fruto. Se sabe que una de las ROS mas conocidas y responsables del
dafio oxidativo en las frutas es el H20O2, que se forma debido a las condiciones de
almacenamiento poscosecha, para contrarrestar este efecto, los frutos de papaya
tratados con QTS B aumentaron la actividad de CAT, lo que puede considerarse
beneficioso para reducir la generacion de H202. Cuando la fruta de mandarina se
almacend a 25 °C durante 21 dias tratadas con QTS-300 kDa, el contenido de fenoles
totales incrementé en comparacion con los frutos control (Juri¢ y col 2023). Badawy y
Rebea (2009) sefalaron un incremento de fendlicos totales cuando la fruta de tomate
se almaceno a 25 °C durante 21 dias tratada con quitosano independientemente del
PM (5, 37, 57 y 209 kDa) en comparacion con el control. Al igual que esta
investigacion, el peso molecular mas bajo indujo el aumento mas pequerio en el total

de fendlicos totales.
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Figura 21. Contenido de fendlicos totales en papaya inoculada con Colletotrichum
gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no recibieron
tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico, quitosano comercial
(QTS C) y quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B). Las barras verticales en
las columnas representan la desviacion estandar de las medias de tres réplicas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos y dias de

almacenamiento (p<0.05). LSD=6.34.
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6. Capacidad antioxidante

a. Método ABTS y DPPH

En los primeros 3 dias de almacenamiento no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos para el método ABTS. No obstante, en el resto del
almacenamiento los frutos de papaya tratados con QTS B presentaron una capacidad
antioxidante significativamente mayor que los frutos control, QTS C y fungicida,
observandose los menores valores en los frutos control (Figura 22). Entre los dos
tratamientos a base de QTS, los del tratamiento biotecnolégico increment6 la actividad
de eliminacion de radicales ABTS con un valor maximo de 594 uymol ET / 100 gff
durante el tiempo de almacenamiento. En general, se observé un incremento en los
valores de capacidad antioxidante de todos los tratamientos en los primeros dias,
seguido de una disminucion, registrandose una drastica disminucién al pasar del dia 9
al dia 12. Por otro lado, se presentdé un incremento en la capacidad antioxidante
medida por DPPH en los primeros 6 dias de almacenamiento, mostrandose
nuevamente que las papayas recubiertas con QTS B presentaron los valores mas altos
(395 umol/ET 100 gff). A partir de la mitad del tiempo de almacenamiento, la capacidad
antioxidante por DPPH disminuy¢ y los valores menores fueron de 348 y 357 umol/ET
100 dff que corresponden a los tratamientos control y fungicida, respectivamente
(Figura 23). Resultados similares fueron reportados por Petriccione y col (2018) y
Petriccione y col (2015) ya que encontraron una mayor capacidad antioxidante por
DPPH en frutos de nispero y fresa después de la adicion del recubrimiento de QTS

(360 kDa).
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Figura 22. Capacidad antioxidante medida por el método de ABTS en papaya
inoculada con Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los
frutos no recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico,
quitosano comercial (QTS C) y quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B). Las
barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las medias de
tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos vy

dias de almacenamiento (p<0.05). LSD=9.23
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Figura 23. Capacidad antioxidante medida por el método de DPPH en papaya
inoculada con Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los
frutos no recibieron tratamiento (control) o fueron tratados con fungicida quimico,
quitosano comercial (QTS C) y quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B). Las
barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las medias de
tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos vy

dias de almacenamiento (p<0.05). LSD=6.78
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Ademas, los autores registraron que la capacidad antioxidante aumenté dentro de los
primeros seis dias para luego disminuir estando influenciado este cambio por la
actividad de los compuestos bioactivos como acido ascorbico, fendlicos y flavonoides
(Ai y col 2012; Mou y col 2023). En este sentido, los resultados de este estudio
mostraron que las frutas tratadas con QTS B tenian altos niveles de sustancias
fendlicas y de acido ascorbico, lo que resultd en una alta actividad antioxidante.
Ademas, el QTS B mejoro la actividad de algunas enzimas antioxidantes (CAT y POD),
previniendo el oscurecimiento de la pulpa y reduciendo el dafio de la membrana. Se ha
reportado que el quitosano activa la enzima clave en la ruta de sintesis de los fenoles,
como es la fenilalanina amonioliasa, que aumenta los polifenoles totales e influye en la
capacidad antioxidante de los frutos por su alto potencial antioxidante (Petriccione y col

2015; Romanazzi y col 2017).

7. Actividad enzimatica antioxidante

a. Catalasa (CAT) y peroxidasa (POD)

Algunas enzimas son responsables de gran parte del sistema antioxidante de los
frutos. Estas enzimas antioxidantes son catalizadores que participan en la eliminacién
de los radicales libres y también interrumpen las reacciones en cadena de oxidacion
para minimizar el dafio causado por los radicales libres, CAT y POD son las enzimas
antioxidantes mas comunes que se encuentran en casi todos los organismos vivos

(Konda y Kolla 2023).

Al inicio del almacenamiento no se mostraron diferencias significativas en la
actividad de las enzimas entre tratamientos; sin embargo, para el dia 3 los frutos

tratados con QTS B mostraron mayor actividad de las enzimas con respecto al resto de
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los tratamientos, los cuales a su vez no fueron diferentes entre ellos. Pero para el dia 6
los frutos tratados con QTS B ya mostraban valores estadisticamente mayores que el
control y los tratados con fungicida quimico (tiabendazol). Este comportamiento, en el
cual el QTS B fue mayor seguido por el QTS C, fungicida y control, se mantuvo durante
el resto del almacenamiento (Figura 24). Por otra parte, la actividad de POD aument6
conforme avanzo el tiempo de almacenamiento iniciando en valores entre 0.18 y 0.29 y
terminando con una actividad entre 0.33 y 0.87 U/mg de proteina (Figura 25). Entre
tratamientos, el que presentdé mayor actividad fue el QTS B presentando diferencias
con el resto de los tratamientos; por su parte, el QTS C mostré una actividad mayor en
comparacion al control y fungicida. A pesar de que se presentd un incremento en todos
los tratamientos durante los dias de almacenamiento, en el dia 3 el tratamiento control
presentd un descenso en la actividad de POD vy esto fue inversamente proporcional a la
actividad de CAT, lo cual puede ser debido a que ambas enzimas utilizan el mismo
sustrato, es decir, peroxido de hidrégeno, por lo tanto, la actividad de una enzima
puede influir en la actividad de la otra, normalmente, cuando hay un aumento de la
actividad de POD, se puede observar una disminucion de la actividad de CAT, lo cual
en esta investigacion se pudo observar (Konda y Kolla 2023). Estas enzimas, POD vy
CAT, han estado involucradas en mecanismos contra la descomposicion fungica,
ayudan a la eliminacién de proteinas carbonadas causadas por la infeccién patogénica
(Meng y col 2010). Por lo tanto, el hecho de que se aumento la actividad de enzimas
antioxidantes, POD y CAT en papaya inducidas por QTS B podria ser benéfico para la

fruta contra la infeccion por C. gloeosporioides.
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Figura 24. Actividad antioxidante de Catalasa (CAT) en papaya inoculada con
Colletotrichum gloeosporioides almacenada a 25 °C por 12 dias. Los frutos no
recibieron tratamiento (control) o fueron tratados fungicida quimico, quitosano comercial
(QTS C) y quitosano biotecnoldgico optimizado (QTS B). Las barras verticales en las
columnas representan la desviacion estandar de las medias de tres réplicas. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos y dias de

almacenamiento (p<0.05). LSD=8.23
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Figura 25. Efecto del quitosano comercial (QTS C),

optimizado (QTS B), fungicida quimico (tiabendazol) sobre la actividad de Peroxidasa
(POD) en frutos de papaya infectada con Colletotrichum gloeosporioides almacenada a

25 °C durante 12 dias. Los datos representan la media de seis réplicas y las barras

quitosano biotecnoldgico

verticales indican la menor diferencia significativa (p<0.05). (LSD=5.34).
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En los frutos de papaya tratados con quitosano, la actividad antioxidante de CAT
y POD aumentaron debido las diversas propiedades que posee el quitosano. La
capacidad del quitosano para actuar como bioestimulante y elicitor exdgeno a través de
las vias de sefnalizacion del 6xido nitrico y el perdxido de hidrogeno fue una propiedad
muy importante que ayudo a los frutos a activar su sistema de defensa y proteger al
fruto del ataque de C. gloeosporioides, ademas ayudé a mantener la calidad
poscosecha y la vida util de los frutos de papaya, debido a la eliminacion el sistema

ROS durante el almacenamiento en condiciones de estrés.

Estos resultados son consistentes con los estudios previos en frutos de
guayaba, cereza y fresa tratados con quitosano (82-360 kDa) donde la actividad de
CAT fue mayor cuando el PM fue en aumento. Por lo tanto, el tratamiento con
quitosano y el PM de este juegan un papel importante en la resistencia a la oxidacion,
mejorando la actividad de CAT (Dang y col 2010; Yang y col 2016; Petriccione y col
2015; Petriccione y col 2018). La actividad de POD en los frutos de pera aumentd y
luego disminuyé a partir de las 24 h. Sin embargo, en comparacion con el
oligoquitosano (6 kDa), la inoculacion de QTS C (300 kDa) mejoro la actividad de POD

significativamente (Meng y col 2010).
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X. CONCLUSIONES
Al comparar quitosano comercial (QTS C) de diferentes PM, el tratamiento QTS
C-55 kDa fue efectivo para inhibir el crecimiento in vitro e in vivo de Colletotrichum
gloeosporioides, fue el mas efectivo para el control poscosecha (pérdida de peso,
firmeza, color externo y SST) y presento un efecto positivo en el sistema antioxidante
no enzimatico (acido ascorbico, fendlicos totales, ABTS y DPPH). Por estos resultados,
QTS C-55 kDa fue elegido para ser comparado con el quitosano biotecnoldgico

optimizado (QTS B).

La mejor combinacién de las variables de proceso de desacetilacion enzimatica,
volumen de inoculo y concentracion de nutrientes, fue 50 mL/L y 50 g/L,

respectivamente.

El QTS B obtenido en las mejores condiciones de procesamiento de DE tuvo un
grado de desacetilacién alto del 89%. Los valores experimentales indican que el QTS B
obtenido en las mejores condiciones de procesamiento resulté ser de buena calidad y

similar a los quitosanos reportados en la literatura, asi como, al QTS C-55 kDa

La aplicacion del proceso biotecnoldgico de fermentacion acido-lactica vy
desacetilacion enzimatica (FAL/DE) permiti6 obtener un QTS B de mayor peso
molecular en comparacion con el QTS C-55 kDa obtenido con el proceso quimico

convencional.

El tratamiento con QTS B fue mas efectivo que el QTS C-55 kDa y el fungicida
quimico TZB para inhibir el crecimiento in vitro e in vivo de Colletotrichum

gloeosporioides, fue el mas efectivo para el control poscosecha (pérdida de peso,
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firmeza, color externo y SST) y presento un efecto positivo en el sistema antioxidante
no enzimatico (acido ascorbico, fendlicos totales, ABTS y DPPH) y enzimatico (POD y

CAT) durante el almacenamiento de papaya a 25 °C por 12 dias.

En general, los resultados de este estudio indicaron que, la obtencion de QTS B
con un alto peso molecular por FAL/DE, con el uso del inéculo enzimatico de quitina
desacetilasa, para tratar frutos de papaya por inmersion es una estrategia integrada util
para controlar la antracnosis, retrasar el proceso de maduracion, mejorar la calidad y la
vida de anaquel de los frutos, asi como, estimular el sistema antioxidante endogeno y
exdgeno de los frutos de papaya. El tratamiento poscosecha de frutos con QTS B,
contra los efectos negativos del hongo Colletotrichum gloeosporioides, representa un
método ambientalmente seguro por lo que se considera una mejor opcién que el uso de

fungicidas que impactan negativamente a los ecosistemas.
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