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RESUMEN

El interés actual en la preservacion de los alimentos, busca identificar materiales que se
puedan incorporar a biopolimeros con el objetivo de mejorar sus propiedades de barrera 'y
garantizar la calidad microbioldgica y fisico-quimica de productos hortofruticolas recubiertos
con el biomaterial modificado. Tal es el caso de las nanoparticulas de ZnO (ZnO-NPs). El
presente estudio evalué su efecto antifingico sobre los hongos Penicillium digitatum vy
Penicillium italicum. Inicialmente, se modificaron las condiciones de sintesis para obtener
ZnO-NPs; éstas fueron caracterizadas utilizando Espectroscopia Infrarojo (IR),
Espectroscopia Raman, Difraccion de Rayos—X (DRX), Microscopia Electrénica de
Transmision (MET), Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Espectroscopia de
absorcion UV-Visible, evaluando su capacidad antifingica (in vitro) al inocular
artificialmente la cepa en diferentes diluciones del 6xido. Posteriormente se disefaron
metodologias, las cuales permitieron incorporar los tratamientos mas eficaces de estas
nanoestructuras a recubrimientos naturales a base de almidén de yuca. Finalmente, se
evaluaron los efectos del recubrimiento modificado sobre la calidad microbioldgica vy fisico-
guimica de la naranja Valencia (Citrus sinensis) en condiciones pos cosecha. Los
resultados mostraron una eficiente inhibicién del crecimiento de los hongos del género
Penicillium, superiores al 90%. Las propiedades fisico-quimicas se conservaron por mayor
tiempo (solidos solubles totales y acidez titulable), la pérdida de peso y firmeza fue
controlada, y se regul6 la tasa de respiracion del fruto. Por lo tanto, es recomendable
considerar el uso del recubrimiento en frutos citricos con el fin de conservar por mas tiempo

las condiciones iniciales del fruto.

Palabras clave. Recubrimiento antifiingico, Inhibicion, Pos cosecha, Oxido de cinc.
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ABSTRACT

The current interest in food preservation, seeks to identify materials to incorporate into
biopolymers with the aim of improving its barrier properties and ensuring the microbiological
and physicochemical quality of horticultural products coated with the modified biomaterial.
Such is the case of ZnO nanoparticles (ZnO-NPs). This study evaluated their antifungal
effect on the fungi Penicillium digitatum and Penicillium italicum. Initially, the synthesis
conditions to obtain ZnO-NPs were modified; their characterization was performed with the
techniques Infrared Spectroscopy (IR), Raman Spectroscopy, X-Ray Diffraction (XRD),
Transmission Electron Microscopy (TEM), Scanning Electron Microscopy (SEM) and UV-
Visible Absorption Spectroscopy, evaluating its antifungal capacity (in vitro) by artificially
inoculating the strain at different dilutions of the oxide. Subsequently, methodologies to
incorporate the most efficient treatments of these nanostructures to natural coatings based
on cassava starch were designed. Finally, the effects of the modified coating on the sweet
orange’s (Citrus sinensis) microbiological and physicochemical quality under postharvest
conditions were evaluated. The results showed an efficient inhibition of Penicillium fungi’s
growth, greater than 90%. Physicochemical properties were preserved for a longer time
(total soluble solids and titratable acidity), weight and firmness loss was controlled, and the
fruit's respiration rate was regulated. Thence, it is recommendable to consider the use of
ZnO-NPs coating in citrus fruits in order to preserve the initial conditions of the fruit for

longer.

Keywords: Antifungal coating, Inhibition, Postharvest, Zinc oxide
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INTRODUCCION

La cadena mundial de los citricos es importante debido a que constituye una fuente
nutricional de antioxidantes, con predileccion en la canasta familiar, que se evidencia
porque frutos como la naranja, la mandarina y el limén presentan un crecimiento del 7%
promedio anual en su produccion, alcanzando 125 millones de ton/afio (FAO, 2015). Tras
el diagnostico del sector citricola nacional, se identificaron problematicas que limitan su
desarrollo y competitividad, destacandose el uso indiscriminado de agroquimicos y el
manejo inadecuado de plagas y enfermedades (Forner et al., 2013). Adicionalmente, se
report6 que las pérdidas pos cosecha eran del orden de +45% en zonas altamente
tecnificadas (Aguilar et al., 2012), esto debido a la susceptibilidad fisico-mecanica intrinseca
del producto, lo que permitiria que microorganismos patégenos, como el Penicillium
digitatum y Penicillium italicum, se manifiesten en podredumbres (mohosidad verde y azul),

ocasionando su descomposicion.

Actualmente, se trabaja en el desarrollo de tecnologias que reduzcan el deterioro
microbioldgico de vegetales y minimicen el impacto ambiental (Erasmus et al., 2015),
buscando disminuir el uso de fungicidas quimicos debido a la residualidad generada en los
productos hortofruticolas tratados. Una opcion promisoria es usar la nanotecnologia para
elaborar recubrimientos que permitan y garanticen una alta proteccion y seguridad efectiva
del producto, ofreciendo soluciones a problemas pos cosecha (Bodbodak y Rafiee, 2016).
Considerando la potencial aplicacién de las ZnO-NPs en remediacién medioambiental, en
este trabajo se consideré el uso de estas nanoparticulas como agente antifangico, y los
resultados obtenidos son un aporte al conocimiento adquirido a través de otros estudios
realizados que consideraron su capacidad antimicrobiana (Manna, 2012) v,
especificamente, su capacidad antifingica frente a diferentes hongos (Kavya-Shree et al.,
2015). En estos estudios se indica que la funcionalidad antibacterial y antifungica de las
ZnO-NPs era propiciada por: las especies reactivas de oxigeno (ROS), el Zn?* disuelto y/o
el peroxido de hidrogeno (H20?) (Espitia et al., 2012) que se producia durante el proceso.
Estos resultados llevaron a varios académicos a proponer la incorporacion de ZnO-NPs en

empagues para alimentos para proteger los productos frente a hongos y bacterias.
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Peliculas de cloruro de vinilo (PVC), recubiertas con nanoparticulas de ZnO, presentaron
actividad antibacterial importante sobre E. coli (Li et al., 2011), evidenciandose un efecto
inhibitorio del 95% sin incidencia de luz. Resultados como el anterior han motivado a los
investigadores a considerar el uso de estas peliculas recubiertas con Nanoparticulas,

concretamente de ZnO, para conformar empaques antimicrobiales.

En consecuencia, este trabajo aborddé el problema de sintetizar y caracterizar
Nanoparticulas de 6xido de cinc (ZnO-NPs), menores a 100 nm, que, como lo indica la
literatura cientifica, presentan mejores o nuevas propiedades con relacién a su contraparte
micrométrica (Cao y Wang, 2011), entre ellas actividad antifingica. Garantizando esta
funcionalidad, se conformaron recubrimientos para controlar el crecimiento micelar de los
hongos Penicillium digitatum y Penicillium italicum, que fue el interés central del presente
trabajo. Con el desarrollo de esta propuesta de investigacion se buscdé dar inicio a un trabajo
sistematico en investigacion y exploracién para producir recubrimientos naturales que
contengan Nanoparticulas de 6xidos metalicos, concretamente ZnO-NPs, con el fin de
mejorar y/o propiciar nuevas funcionalidades considerando el potencial uso de los mismos;
por lo tanto los resultados de esta propuesta se pueden tomar como fundamento y soporte
para estudios posteriores que permitan fortalecer nuevas alternativas productivas para la

region.

En el presente trabajo se modificé el proceso de sintesis de las ZnO-NPs, obteniéndose las
mismas de manera controlada y reproducible, con las caracteristicas deseadas. Después
de determinar las caracteristicas y propiedades de las ZnO-NPs, se evalud, in vitro, su
capacidad antifungica sobre los hongos Penicillium digitatum y Penicillium italicum. Con
base en estos resultados, se desarroll6 un recubrimiento a partir de almidén de yuca
modificado, al que se le incorpor6 ZnO-NPs, con el propoésito de evaluar in vivo su

capacidad para garantizar la calidad microbiologica de la naranja Valencia (Citrus sinensis).
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 LOCALIZACION

El proyecto se desarrollé en las instalaciones de la Universidad del Cauca, siguiendo la
secuencia procedimental necesaria para la obtencién del recubrimiento con ZnO-NPs. En
la Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y de la Educacion, Laboratorio del Grupo de
Investigacion CYTEMAC, se realiz6 la sintesis y obtencién de las ZnO-NPs; en La Unidad
de Microscopia Electronica de la Vicerrectoria de Investigaciones se determiné el tamafio y
la morfologia de la particula de ZnO, y se observé la evolucion de hongos a los diferentes
tratamientos, y en el Laboratorio de Microbiologia se hizo el seguimiento y control de los

microorganismos a través del agente antifingico, las ZnO-NPs.

En la Planta Piloto de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias se elaboré la matriz
polimérica que se empleé como recubrimiento y se llevo a cabo el seguimiento in vivo del
agente antifingico ZnO—NP en la naranja. Todas las instalaciones se encuentran ubicadas
en el Municipio de Popayan a una altura aproximada de 1738 msnm, una temperatura media
de 18°C y una humedad media de 77,75% (Alcaldia de Popayan, 2013)

1.2 MARCO TEORICO

El tema central de este trabajo de grado est& relacionado con el de recubrimientos para
frutas, especificamente para la naranja Valencia (Citrus sinensis). El objetivo de estos
recubrimientos es contener el alimento de manera efectiva, a bajo costo, satisfaciendo los
requerimientos industriales y los del consumidor, manteniendo la calidad de la fruta y
minimizando el impacto ambiental (Marsh y Bugusu, 2007). El recubrimiento debe retardar
el deterioro del producto, retener los efectos benéficos del mismo, extender su vida en

anaquel y mantener la calidad y seguridad del alimento. La proteccion suministrada por el
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recubrimiento debe considerar, principalmente, tres tipos de influencias externas: quimicas,
bioldgicas y fisicas. Para este trabajo fue de interés la influencia bioldgica en relacion a
suministrar una barrera de proteccion contra microorganismos, agentes patégenos,

concretamente sobre Penicillium digitatum y Penicillium italicum.

En este trabajo, el producto a proteger (la naranja Valencia) es una especie de los
denominados frutos citricos. Los citricos pertenecen a la clase Angiospermae, subclase
dicotileddnea, orden rutae, familia rutaceae y al género citrus, y dentro de ellos se conocen
las siguientes especies: naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata), limén
(Citrus aurantifolia) y toronja (Citrus paradisi) (MADR, 2005).

1.2.1 Produccién de frutos citricos. Los principales productores de citricos (naranjas,
tangerinas, mandarinas y clementinas) son China, Brasil y Estados Unidos, participando
respectivamente con el 19,1 %, 17,5 % y 9,7 % de la produccién mundial; aunque la
citricultura se extiende entre varios paises, la produccion y el comercio revelan cierto grado
de concentracion en pocos paises. Siguen en orden de importancia México, India y Espafia
representando en conjunto el 17,2 % de la produccion mundial (EI-Otmani et al., 2011).

Segun cifras del Ministerio de Agricultura de Colombia, a través del Sistema de Informacion
de Gestién y Desempefio de Organizaciones de Cadenas (SIOC), la cadena de citricos, en
términos de superficie, se divide en seis regiones productoras: Centro con 22.781 ha
[Tolima, Huila y Cundinamarca], Costa Atlantica 10.283 ha [Sucre, Magdalena, Cérdoba,
Cesar, Bolivar y Atlantico], Nor—Oriente 13.713 ha [Santander, Norte de Santander y
Boyacd], Occidente 14.683 ha [Antioquia, Risaralda, Caldas, Quindio y Valle del Cauca],
Llanos Orientales 5.250 ha [Meta y Casanare] y Sur 4.470 ha [Cauca y Narifio], donde las
producciones de citricos asociados alcanzan el 50% del total producido en Colombia y
registran tasas de crecimiento positivas. Ademas, la produccion nacional de citricos por
especie esta mayoritariamente compuesta por toronjas, mandarinas, limas acidas y
naranjas (MADR, 2011; ASOHOFRUCOL, 2014).
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1.2.1.1 Pos cosecha de frutos citricos. La calidad de los frutos citricos esté fuertemente
influida por las practicas de cultivo y las condiciones ecolégicas de su desarrollo,
actividades que los hacen susceptibles al ataque de lepidopteros, moscas de fruta y acaros,
entre otros, y de diversos microorganismos que pueden causar pudricion (la infeccion puede
ocurrir en frutos sanos y sin ninguna lesién), siendo la intensidad del dafio influenciada por
las condiciones climaticas (humedad y temperatura elevada) durante su desarrollo (MADR,
2005).

Uno de los principales problemas, en pos cosecha, lo constituyen los llamados hongo verde,
Penicillium digitatum, y hongo azul, Penicillium italicum, ya que su difusién y multiplicacion
se realiza a través de esporas, que se encuentran dispersas en el aire, estos hongos no se
desarrollan en frutas sanas, pero penetran en ella a través de los golpes y las heridas, que
estas presentan, ocasionados durante su recoleccion, transporte y manejo. La aparicion de
manchas en la piel de la fruta es la primera manifestacion de la presencia del hongo, en su
etapa inicial, las cuales se transforman posteriormente en tonalidades blanquecinas, para
luego desarrollar esporulacion de color verde o azul, dependiendo de la especie de
Penicillium; finalmente, se manifiesta una pérdida de consistencia, acompafiada de un olor

caracteristico y la reduccion completa de su aptitud para el consumo humano (FAO, 2007).

1.2.2 Recubrimiento natural (RN). Para proteger el fruto frente a la accién de los agentes
microbiales, una buena posibilidad es usar recubrimientos que, para no agredir el medio
ambiente, se busca que sean recubrimientos naturales. Estos se pueden definir como una
matriz continua y delgada, de material vegetativo, que forma un revestimiento sobre el
alimento y que puede estar constituido por polisacaridos, proteinas, lipidos, emulsificantes,
plastificantes, ceras, gomas, &cidos organicos, etc. Estos compuestos poseen propiedades
especificas (hidrofébicas, hidrofilas, brillo, entre otras) que se integran al recubrimiento,

dependiendo de su potencial uso (Saavedra y Algecira, 2010).

Los recubrimientos se pueden constituir en una barrera semipermeable a los gases y al

vapor de agua, retrasando el deterioro del alimento, mejorando las propiedades mecénicas
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y ayudando a proteger al producto del deterioro fisico que puede ser ocasionado por
impacto mecanico, presion, vibraciones y de otros factores mecénicos (Ruelas et al., 2013).
Ademas, el recubrimiento puede actuar como agente antimicrobiano, antioxidante,
nutracéutico, ingrediente de color y sabor, para reducir la carga microbiana, retardar la
oxidacion, decoloracion y para conservar la calidad del producto; adicionalmente permite
controlar la respiracion y la senescencia del mismo, de una manera similar a como lo hacen

las atmosferas modificadas (Navarro et al., 2011; Beltran 2011).

1.2.2.1 Almidoén. Una de las materias primas utilizadas en la fabricacion de recubrimientos
naturales es el almidén. Este es un polisacarido empleado en alimentos como estabilizante,
gelificante, espesante y emulsificante, que se ha constituido en una fuente importante de
recursos renovables de agentes hidrofilicos para formar peliculas, con un amplio rango de
viscosidades (Boukraa y Bouchegrane, 2007). Entre otras aplicaciones, el almidén de yuca
se ha empleado, de manera amplia, para producir recubrimientos comestibles, donde los
resultados han mostrado que él presenta potencialidades de empleo dadas sus
caracteristicas isotropicas, inodoras, insipidas, incoloras, no téxicas y biolégicamente
degradable (Krochta y De Mulder, 1997).

Aungue los polimeros naturales biodegradables, como el almidén, la gelatina y la celulosa,
son materias primas adecuadas para preparar recubrimientos, envases y peliculas, su
naturaleza hidrofilica y su sensibilidad a la humedad han limitado sus aplicaciones, tal como
lo muestran los experimentos de laboratorio. Pero, con el advenimiento de nuevas
tecnologias, como lo es la nanotecnologia, se han generado muchas expectativas con
relacion al tema de los polimeros biodegradables y, especificamente, en el de los

recubrimientos funcionales o “inteligentes”.

1.2.3 Nanotecnologia. Dada la potencialidad de la nanotecnologia, evidenciada en la gran
cantidad de aplicaciones de la misma (Cao y Wang, 2011), se ha considerado la posibilidad
de incorporar nanoestructuras a los recubrimientos para darle ciertas propiedades y por lo
tanto nuevas funcionalidades. Se define nanotecnologia como “la comprension y el control

de la materia a dimensiones de aproximadamente 1 a 100 nanémetros (un nanémetro es la
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milmillonésima parte de un metro), donde fenébmenos Unicos permiten nuevas aplicaciones,
debido a sus propiedades” (NNI, 2010). La nanotecnologia, especificamente la fabricacién
y la utilizacion de materiales de tamafio nanométrico, ha llevado a los investigadores a
analizar una variedad de aplicaciones que ellas propiciarian en la ingenieria electrénica,
como elementos en las fuentes de energia, aplicaciones de los materiales, industria
farmacéutica, alimenticia, agricultura, aplicaciones biomédicas, textil, entre otras (Hong et
al., 2013).

Como se puede evidenciar, la nanotecnologia ha revolucionado muchas industrias
incluyendo las de procesamiento y empaque de alimentos. Estudios realizados sobre
productos de consumo concluyeron que hay disponibles mas de 200 productos fabricados
identificados como “nano”. Actualmente, la nanotecnologia es uno de los campos cientificos
lideres y emergentes de mayor avance, el cual combina el conocimiento especifico de
diversas disciplinas, entre ellas el de la Fisica, Quimica, Biologia, Medicina, Informatica e
Ingenieria, entre otros, y presenta un gran potencial de aplicaciones a la vida real
(Logothetidis, 2012), todo esto debido a su gran versatilidad (Hong et al., 2013; Magnuson,
2009).

Entre las nanoestructuras de mayor interés, por sus posibilidades de aplicacion, se
encuentran las de los 6xidos metalicos, destacandose: el diéxido de titanio (TiO), 6xido de
cinc (ZnO), la ceria (Ce0y), el 6xido de estafio (SnO), entre otros. Para el desarrollo del

presente trabajo de investigacion se emplearon Nanoparticulas de 6xido de cinc (ZnO-NPs).

1.2.3.1 Oxido de cinc. Es un polvo blanco de masa molecular 81,4 g, poco soluble y
ligeramente alcalino en agua, cuyo sélido forma cristales hexagonales y se vuelve amarillo
al calentarlo a 500°C, recobrando su color blanco al enfriarse. Por calentamiento, el color
del ZnO cambia debido a la volatilizacién del oxigeno de la red cristalina, dando origen a un
compuesto no estequiométrico Zn1.xO (X < 70 ppm). El punto de fusién del ZnO es de
1975 °C y su densidad relativa es 5,6 g/cm®. No es tdxico ni irritante y es un compuesto

anfétero que se disuelve tanto en &cido, formando sales, como en bases produciendo
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cincatos, productos de la reaccién entre el cinc y soluciones alcalinas, y especies hidratadas
del tipo [Zn(OH)3]" y [Zn(OH)4]2 (Montero et al., 2012). Poseen propiedades antibacterianas
y actividades antifungicas a concentraciones bajas (Sharma et al., 2010; Sharma y Ghose,
2015).

1.3 MARCO HISTORICO

En la dltima década, polisacaridos como el almidén han sido empleados en la obtencién de
recubrimientos naturales, los cuales se han aplicado a los alimentos formando una fina capa
sobre ellos la cual se constituye en una barrera semipermeable para los gases y el vapor
de agua, retrasando el deterioro fisiolégico normal del alimento, ayudando a mantener la
integridad estructural del contenido del producto (Saavedra y Algecira, 2010). De igual
forma, los biopolimeros presentan limitaciones y caracteristicas no deseadas que pueden
ser compensadas aplicando coberturas, surfactantes y sustancias hidréfobas o
procesandolos en multicapas por coextrusion, formulando mezclas de biopolimeros con
diferentes propiedades, propiciando modificaciones quimicas, fisicas o0 su combinacion,
incorporando nanocompuestos o buscando el equilibrio entre el conjunto de parametros que
definen la caracteristica final del empaque (Hoyos, 2010). Actualmente, los investigadores
vienen desarrollando recubrimientos naturales con el fin de reemplazar las ceras sintéticas
comerciales que usualmente se emplean, incorporandole a la matriz polimérica de origen
natural, entre otros: aceites esenciales, sustancias acidas y alcalinas, extractos de plantas,
materiales inorgéanicos (Van Long et al., 2016) para mejorar su funcionalidad, dado el

creciente interés del publico consumidor por esta alternativa.

Por otro lado, el estudio de materiales empleados como agentes antimicrobianos y/o
antifngicos han mostrado ser de importancia para el sector alimenticio en la elaboracion
de recubrimientos comestibles, a partir de hidroxipropil-metilcelusosa (HPMC), usando
aditivos alimentarios reconocidos generalmente como seguros (GRAS por sus siglas en
inglés), entre ellos: carbonato de potasio (PC), fosfato de amonio (APh), bicarbonato de

potasio (PBC), carbonato de amonio (AC), metilparabeno de sodio (SMP), etilparabeno de
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sodio (SEP) y propilparabeno de sodio (SPP). Al evaluar su actividad antifingica sobre
Botrytis cinerea y Alternaria alternata, en tomates cereza (Lycopersicon esculentum L.),
encontraron que los compuestos que mostraron un mayor control sobre las patologias
ocasionadas por B. cinerea fueron: PC, APh, PBC, y AC, mientras que los parabenos de
sodio fueron los mas apropiados contra la mohosidad causada por A. alternata (Fagundes
et al., 2013).

De igual forma Qiu et al. (2014), evaluaron revestimientos con quitosano de bajo y alto peso
molecular (L-quitosano y H-quitosano) para controlar el crecimiento de Fusarium
concentricum, hongo aislado de esparragos verdes (Asparagus officinalis L). Los resultados
de ensayos in vitro mostraron la capacidad del quitosano para actuar como agente
conservante atractivo, debido a su actividad antifingica, encontrandose que con una
concentracion de 0,05 mg/mL se evidenciaba un notable efecto sobre el crecimiento radial
y la inhibicion total de la germinacion de esporas. En la investigacion llevada a cabo por
Lopes et al. (2014), se desarroll6 una pelicula con cinamaldehido a la que se le evalub su
actividad antimicrobiana, especificamente sobre productos de panaderia, buscando la
aceptacion del producto por los consumidores. Se analizaron muestras de pan recubiertas
con peliculas que contenian entre 5 y 10% peso/volumen (w/v) de cinamaldehido,
encontrdndose que ellas eran eficaces en la inhibicién del crecimiento de microorganismos

aerobios mesdfilos, especificamente de Staphylococcus spp.

En el trabajo de Arnona et al. (2014), se evalué un recubrimiento bicapa comestible, con
base en carboximetilcelulosa (CMC) y quitosano, con el fin de preservar la calidad pos
cosecha de diversos frutos citricos. Al comparar su comportamiento con la cera comercial,
este mostrd eficacia en el brillo y firmeza del fruto, pero no en la pérdida de peso. Otros
estudios, usando recubrimientos, buscaban prevenir la formacion de hongos tales como los
Penicillium digitatum y Penicillium italicum, agentes causales de podredumbres verde y
azul, respectivamente, en pos cosecha de frutos citricos. Para ello emplearon compuestos
comestibles que contenian (HPMC), componentes hidrofébicos (cera de abejas y la goma
laca), conservantes de alimentos, asi como antifungicos (sorbato de potasio (PS), benzoato
de sodio (SB), propionato de sodio (SP), y sus mezclas). El ensayo se realizé infectando

frutas, inoculandoles artificialmente cepas, almacenandolas por 30 dias, a 5 °C. En este
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estudio, Valencia et al. (2011), evidenciaron una reduccion significativa en el desarrollo de
los mohos, asi como una efectiva disminucion en la pérdida de peso, manteniendo firme la
corteza. Estos trabajos reportaron modificacion en la concentracion de gas al interior de la
fruta revestida, y demostraron que el tratamiento no inducia mal sabor del producto.

Investigaciones de Aloui et al. (2015), evaluaron la capacidad de peliculas, con base
biol6gica, obtenidas del alginato de sodio (NaAlg) y de la goma de algarroba (LBG), para
proteger la viabilidad de las células Wickerhamomyces anomalus y controlar el crecimiento
de Penicillium digitatum. El efecto de la incorporacién de células microbianas, sobre las
propiedades fisicas de las peliculas desarrolladas, se evalu6 considerando sus propiedades
mecanicas y Opticas, asi como de barrera de gases. Ademas, aplicando dos matrices como
recubrimientos bioactivos, ellos investigaron su eficacia en la preservacién de la calidad pos
cosecha de naranjas 'Valencia' y la inhibicion del crecimiento de P. digitatum en frutos
inoculados artificialmente. Sus resultados mostraron que las peliculas de NaAlg y LBG
mantuvieron mas del 85% de la poblacién inicial de levadura W. anomalus y que las
peliculas conformadas, a las que se les incorporé la levadura, inhibieron el P. digitatum

tanto in situ como in vitro.

Igualmente, un estudio sobre la actividad antifiingica del citral contra el Penicillium digitatum
(Fan, 2013), evaluado in vitro e in vivo, mostré que la concentracion minima inhibitoria y la
concentracion fungicida minima (MFC), en el tratamiento de cera + citral (10 x MFC),
disminuyo significativamente la incidencia de moho verde después de 6 dias de
almacenamiento a 25 + 2 °C. De igual forma, este aumento significativamente el contenido
de vitamina C, aumentando las actividades enzimaticas antioxidantes de la catalasa, el
superéxido dismutasa y la peroxidasa, pero disminuyendo las actividades del polifenol
oxidasa, el malonaldehido y la fenilalanina amonio liasa. El tratamiento tuvo efectos

menores sobre el pH, el indice de coloracion, y el total de sdélidos solubles (Fan, 2013).

Por otro lado, en este momento, existe un gran interés en investigar sobre el uso de los
nanomateriales como agentes antimicrobiales dado su pequefio tamafo (1-100 nm) y las

novedosas estructuras que se pueden obtener, lo que podria propiciar mejoras en sus
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propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, si se relacionan con su contraparte micrométrica
(Klabunde y Richards, 2012; Manna, 2012). El desarrollo de nanomateriales,
especificamente de nanoparticulas con actividad antibacterial y antifingica, ha motivado la
realizacion de investigaciones en esta tematica debido a la aparicion, de manera mas o
menos continua y dispersa, de cepas cada vez mas resistentes a los antibiéticos
convencionales, o a la aparicion de nuevas cepas (Manna, 2012; Ram et al.,, 2011).
Concretamente, el uso de las nanoparticulas inorgénicas, en lugar de los antibiéticos
antibacteriales y antifingicos convencionales, presenta ventajas comparativas interesantes
como su alta estabilidad a las altas temperaturas y presiones, su capacidad de resistir
procesos inclementes y severos, asi como su robustez y los largos tiempos de accién de

su funcionalidad.

Algunos de los Oxidos metalicos que se han estudiado, para determinar su actividad
antibacterial y/o antifingica, son los siguientes: TiO2, ZnO, MgO, CaO, CuO, Al,O3, AgO y
CeOg, bajo diferentes condiciones, pero indudablemente los que mas llaman la atencién
son aquellos que manifiestan esta funcionalidad sin necesidad de foto-activacién (CaO,
MgO y ZnO, principalmente), condicion que si es requerida por el TiO2, el fotocatalizador
por excelencia (De Azeredo, 2012). Considerando especificamente el ZnO, existen trabajos
gue evidencian el gran interés sobre este 6xido metalico. Por ejemplo, Pasquet et al. (2014),
investigaron la actividad antimicrobial de tres tipos de polvos comerciales de ZnO que se
diferenciaban en tamafio y forma de particula, superficie especifica, porosidad y tamafio del
agregado de particulas, en suspensiones acuosas. Para ello usaron cinco cepas
microbiales: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans y Aspergillus brasiliensis, y determinaron como los parametros estructurales
caracteristicos de las nanoparticulas afectaban su actividad microbial. Los resultados
mostraron que la concentracion de ZnO y el tiempo de accidn eran variables importantes a
considerar durante el proceso y que tanto el tamafio de cristalito como la porosidad eran

parametros relevantes para justificar la eficiencia del ZnO como material antimicrobial.

Es conveniente recordar que los hongos constituyen una amplia diversidad de

microorganismos eucarioticos que crecen sobre plantas o materia en descomposicion;
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exceptuando a los gérmenes unicelulares, muchos de los hongos existen como filamentos
multicelulares. Dentro de los hongos patégenos estudiados, los que mas se destacan son:
Candida albicans, A. fumigatus, A. flavus, A. niger, Penicillium citrinum IFO6352, P.
expansum, Cladosporium cladosporioides 1IFO6348, Chaetomium globosum IFO6347 vy
algunas especies de Fusarium (Ram et al., 2011). Considerando el control e inactivacion
de los hongos, existe en los investigadores una gran motivacion en realizar estudios sobre
la actividad antifingica de las Nanoparticulas porque desean conocer la accion de ellas
sobre estos fitopatdgenos, determinar el mecanismo que propicia la inactivacion de los
hongos, sintetizar las nanoparticulas mas eficientes y definir la forma mas adecuada de
emplear y aplicar estas nanoestructuras, considerando un uso especifico (Navarro, 2008).
Con relacién al mecanismo de accién de las nanoparticulas, hay que considerar que los
hongos poseen una pared la que se constituye en un sitio importante para la interaccion
con, y barrera para, las nanoparticulas, y ain no se entiende cual es el mecanismo que le
permite a estas Ultimas agredir y/o pasar a través de ella. Si ellas pueden ingresar a las
células, las nanoparticulas podrian ocasionar alteraciones de la membrana y de otras
estructuras celulares y moleculares, asi como de los medios de defensa que poseen los
hongos. Estos efectos dependen de las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas
e incluyen efectos de obstruccion, disolucion de las mismas con la generacién de iones y/o
compuestos toéxicos, o produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), mecanismos

gue aun no han sido dilucidados totalmente (Yang y Ma, 2014).

Especificamente, la radiacion solar, y de ella la componente UV, ha mostrado ser
importante en la actividad antifingica que presentan las nanoparticulas de ZnO, esto debido
al efecto que la radiacién tiene sobre la generacion de los ROS y la disolucién foto-inducida
(Ma et al., 2014). El desarrollo de estos procesos justifican la importancia que debe tener la
incidencia, sobre las nanoparticulas, de irradiacion con cierta longitud de onda, para
favorecer la capacidad antifungica de las mismas (Yang y Ma, 2014). Con relacién a la
obtencion de las ZnO-NPs, y su uso como fungicida, la investigacion ha estado muy activa
tratando de optimizar los métodos de sintesis y en obtener un material mas eficiente.
(Sharma et al., 2010) sintetizaron ZnO, sin y con surfactantes, y obtuvieron nanoparticulas
con un diametro que variaba entre 2 y 28 nm; dependiendo de las condiciones de sintesis.

Estas nanoparticulas de ZnO presentaron actividad antibacterial y antifingica como lo
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demostraron al aplicarlas a cepas de Fusarium sp., ensayo utilizado para determinar el

efecto antifangico del ZnO sintetizado.

Por otro lado, (Gunalan et al., 2012) utilizaron un proceso de sintesis "verde", empleando
extracto de Aloe, para obtener las ZnO-NPs. Con estas nanoparticulas realizaron diferentes
ensayos microbiolégicos variando la concentracion de las ZnO-NPs, asi como el método de
obtencion de las mismas, por ruta "verde" o quimica, con un tamafo de particula de 40 y
25 nm, respectivamente. Para el ensayo antifingico ellos usaron cepas de A. flavus, A.
nidulans, T. harzianum, y R. stolonifer y encontraron que la mayor actividad la presentaron
las nanoparticulas sintetizadas en el extracto de Aloe, aumentando su efectividad con el

incremento de la dosis aplicado a los cultivos.

Recientemente, (Sharma y Ghose, 2015) sintetizaron ZnO-NPs a través de un método de
precipitaciébn homogéneo, sin emplear surfactante o agentes quelatantes o gelatantes. Los
resultados obtenidos mostraron que las ZnO-NPs sintetizadas presentaban una buena
actividad antifangica sobre la Candida albicans, actividad que se incrementé al usar una
mayor concentracion de las mismas. Un trabajo muy interesante, para determinar la
capacidad antifingica de las ZnO-NPs (70 + 15 nm), fue el realizado por He et al. (2011),
sobre dos hongos patégenos que aparecen frecuentemente en las frutas en la etapa pos
cosecha: Botrytis cinerea y Penicillium expansum. Los datos mostraron que con
concentraciones mayores a 3 mmol? se inhibié significativamente el crecimiento de estos
hongos y que el P. expansum fue mas sensible al tratamiento con el ZnO. Los
investigadores observaron, ademas, que las nanoparticulas inhibian el crecimiento de la
B. cinerea debido a que ellas afectaban sus funciones -celulares, ocasionando
deformaciones en las hifas del hongo. Por otro lado, en el caso del P. expansum las
Nanoparticulas impidieron el desarrollo de los conidiéforos y la conodia, lo que condujo a la
muerte de las hifas. Estos resultados sugieren que las nanoparticulas de ZnO podrian ser

usadas como un fungicida efectivo en la agricultura y en la industria alimenticia.
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Finalmente, es necesario destacar que la nanotecnologia también ha afectado al sector
alimenticio y que esté presente en diferentes etapas de la cadena alimentaria, desde la
agricultura hasta el procesamiento de los alimentos, donde los nanomateriales se han
incorporado como suplemento o en los empaques (Kanmani y Rhim, 2014). En estos
ultimos, los nanomateriales se han utilizado para mejorar sus propiedades de barrera, asi
como para fabricar empaques activos o inteligentes, mejorar sus propiedades como
material para empaques comestibles y biodegradables, propiciar aplicaciones de rotulacion
(tipo nano cddigo de barra), monitorear cambios de pH y/o detectar la presencia de otras
moléculas organicas. Especificamente, la adicién de nanoparticulas a los empaques ha
mejorado sus propiedades de barrera, frente a diferentes gases, propiciando propiedades
antimicrobiales y de biodegradabilidad, permitiendo, ademas, detectar los gases presentes
y obtener informacién sobre la calidad de los alimentos. El minimizar el crecimiento de
microorganismos contaminantes, post-procesamiento del alimento, ha permitido extender

el tiempo de vida media de éste y mejorar la inocuidad alimentaria.

Hay que resaltar que la mayor parte de las investigaciones se han realizado sobre
empaques para alimentos y muy poco, casi nada, sobre recubrimientos (De Azeredo, 2012;
Echegoyen, 2015). En el caso concreto de las peliculas, se viene trabajando con bio-
nanocompositos, por ejemplo, usando biopolimeros (Kanmani y Rhim, 2014); en uno de los
casos se emple6 almidén de maiz, reforzado con talco, para obtener termoplasticos (Lopez
et al., 2015) y en otro Na-montmorillonita y glicerol para afectar la biodegradabilidad de la
pelicula (Heydari et al., 2013), trabajos que muestran el interés que hay en mejorar la
biodegradabilidad de las peliculas (Zolfi et al. 2014). La presente propuesta de investigacion
busca incrementar el conocimiento que habia sobre la conformacién de recubrimientos
naturales funcionales, propicidndoles, ademés, capacidad antifungica al incorporarles
nanoparticulas de 6xido de cinc, todo esto con el fin de mejorar el manejo pos cosecha de

los frutos, concretamente de la naranja.
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2. METODOLOGIA

Para el desarrollo del presente trabajo de grado y dar cumplimiento a los objetivos

propuestos, se realizaron las siguientes actividades.

2.1 OBTENCION DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE CINC (ZnO-NPs).

2.1.1 Materiales empleados. A continuacién, se listan realizando una descripcion, de

marcas empleadas y su homenclatura quimica.

2.1.1.1 Precursor. En el proceso de sintesis quimica, para obtener el 6xido de cinc (ZnO)
a través del método precipitacion controlada, se usé acetato de cinc (Zn(CH3;C0OO),.2H,0)

grado analitico (marca Merck®) como precursor.

2.1.1.2 Solvente. Se usb etilenglicol ((CH2)2(OH)2) grado analitico (marca Merck®) como

solvente de sintesis, para la obtencién de ZnO.

2.1.2 Método. Con el fin de garantizar el tamafio nanométrico de las ZnO-NPs 'y, que éstas
presentaran una morfologia especifica, se empled el método de sintesis denominado
precipitacion controlada (MPC), usando etilenglicol como solvente para disolver el acetato
de cinc. Inicialmente, el acetato de cinc (13,1694 g) se disolvio en el solvente de sintesis
(200 mL) al cual se le adicion6 de manera controlada, agua y agente precipitante, hidréxido
de amonio (Solucién 25% marca Merck®), haciendo uso del Titrino (dosificador) SET/MET
702 Metrohm; el sensor de este equipo permitio leer, en forma automatica, la valoracion de
la solucién presente, teniendo como criterio parada el control de pH/mV. El modo de trabajo
utilizado fue el de valoracion mondétona con incrementos de volumen seleccionables - MET.

Las adiciones sucesivas se realizaron permitiéndole al sistema alcanzar, después de cada
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suministro, un valor de pH constante, pH de “equilibrio” para el correspondiente volumen de
NH4OH adicionado, accién que podria durar unos pocos segundos inclusive minutos. Este
proceso se realizd hasta alcanzar en el sistema un pH de 9,5. El sélido que se formé en el
seno de la solucién se secd, calentandolo suavemente en una plancha de calentamiento
con agitacion constante; posteriormente, la “resina” que se formé se colocd en un horno
eléctrico a 300 °C hasta obtener un sdlido seco, el cual, se macero y se dispuso en un crisol
para finalmente calcinarlo a 600 °C, por 4 horas, para obtener el ZnO. En la figura 1 se
indican las diferentes etapas del proceso de sintesis utilizado para obtener las

nanoparticulas de ZnO (ZnO-NPs)

Figura 1. Esquema del proceso de sintesis de 6xido de cinc, usando el método de

precipitacién controlada MPC.
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2.1.3 Caracterizacion de las nanoparticulas de 6xido de cinc (ZnO-NPs). Para la

caracterizacion de las ZnO-NPs se emplearon las técnicas que se indican a continuacion.

2.1.3.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR). Para obtener los espectros de los sélidos de
interés se empled el equipo Infrarrojo IR 200 FT—-IR Spectrometer Thermo que permitio
identificar los grupos funcionales presentes en el material, revelando la presencia de las
bandas caracteristicas del ZnO asociadas a los grupos funcionales Zn—-O y Zn—-OH,
principalmente, también se evidencio la presencia o0 no de materia organica proveniente del
precursor o solvente. Para ello se prepar6 una mezcla de bromuro de potasio (KBr marca
Merck®) seco y de la muestra de interés, en una relaciéon aproximada 10 a 1, la cual se
prenso obteniéndose una pastilla que se colocé en el porta muestra del espectrofotdmetro
para registrar su espectro, en el rango entre 400 y 4000 cm™. La técnica se basa en registrar
el espectro de absorcién de un haz de luz, en el rango espectral del infrarrojo, que atraviesa
la muestra a analizar. El equipo registra el valor de la longitud de onda, realmente el del
nimero de onda (cm™), donde se presenta la resonancia de los modos normales de
vibracion caracteristicos de los grupos funcionales, o enlaces, presentes en el sélido en
estudio. Esta operacion se realiza en un rango de longitudes de onda de interés (Martinez
et al., 2011), normalmente entre 400 y 4000 cm™. (Lepot et al., 2007)

2.1.3.2 Espectroscopia Raman. Esta técnica foténica de alta resolucion proporciona
informacion quimica y estructural de las muestras, de los modos vibracionales. Se basa en
el examen de la luz dispersada por el material al incidir sobre él un haz de luz
monocromatico. Una pequefia porcion de la luz incidente es dispersada inelasticamente
experimentando ligeros cambios de frecuencia que son caracteristicos del material
analizado e independiente de la frecuencia de la luz incidente. Es una técnica vibracional
de caracterizaciéon que complementa la informacién obtenida de la espectroscopia IR,

permite, ademas, obtener informacion de los defectos que existen en el material.

2.1.3.3 Difraccion de Rayos X (DRX): Se realiz6 para determinar las fases cristalinas

presentes en los polvos cerdmicos sintetizados. En esta técnica, la muestra en polvo se
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colocd en el portamuestra sobre una superficie plana de vidrio, ejerciendo la presion
adecuadamente hasta compactarla, y se expuso, posteriormente, a la accion de los rayos
X que emitia una fuente de Cu (K, = 1.542 A); se registro el difractograma entre 10 y 70°
utilizando un difractémetro de Rayos-X PANalytical X'Pert PRO. Esta técnica hace uso del
efecto de difraccion propiciado por la estructura cristalina que presenta el material a
estudiar, considerando la validez de la ley de Bragg para describir este tipo de fenémeno
(n\ = 2d sen6b donde “n” es el orden de la difraccién, “A” la longitud de los rayos x utilizados,
“d” el espaciamiento entre los planos cristalinos de la estructura y “6” el valor del angulo de

difraccion). (Mazuelas, 2002)

2.1.3.4 Microscopia Electrénica de Transmision (MET). Se utilizd para determinar el
tamafio y la morfologia de las particulas sintetizadas, empleando el Microscopio electronico
de transmision JEOL Modelo JEM 1200EX que permitié determinar el efecto de los
parametros de sintesis, sobre el tamafio y morfologia de las particulas ZnO sintetizado, asi
como sobre su estado de aglomeracion. Para obtener la muestra a analizar, el sélido se
disperso en etanol, con ayuda de ultrasonido, y se depositd, una cantidad muy pequefa de
esta, en una rejilla de cobre a la que, previamente, se le ha depositado una pelicula
Forvmar. Después de secar la muestra, ésta se ubicé en la camara porta muestra del
microscopio electrénico y se procedi6 a observar de manera directa la misma,
alcanzandose una extraordinaria amplificacién de la muestra. Las imagenes obtenidas se
llevaron a un sistema de analisis de imagenes que permitié analizarlas y reproducirlas de
manera digital. Esta técnica de caracterizacién hace uso de un haz de electrones, producido
por un catodo caliente, que es acelerado y colimado por campos eléctricos y magnéticos
para que incida sobre la muestra a analizar. Considerando la dualidad onda — particula y la
interaccion de los electrones incidentes con la muestra, se obtienen imagenes de la misma
(Hwang y Wu, 2004)

2.1.3.5 Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Se evalu6 el tamafio y morfologia de
las particulas sintetizadas, asi como su estado de aglomeracién. Las muestras se adhirieron
a una cinta de carbono y luego se realiz6 un metalizado superficial con oro (equipo Denton

Vacum Modelo Desk V), con el fin de generar una superficie que fuera conductora para
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evitar que las muestras semiconductoras adquirieran carga eléctrica. Posteriormente, se
realizé la inspeccion a la muestra usando un microscopio JEOL Modelo JSM 6490 LV, en
el modo de electrones secundarios, empleando un voltaje de aceleracion de los electrones
de 20kV. Las magnificaciones a las cuales se tomaron las imagenes fueron 15000X y
25000X. Adicionalmente, se realiz6 el microandlisis quimico elemental de varias areas de
inspeccion de la muestra, por medio de la sonda EDS de Oxford Instrument Modelo
INCAPentaFETx3. La base del funcionamiento del MEB es similar a la del MET, con una
menor resolucion, pero, ademas, hace uso de los rayos x emitidos por los elementos que
constituyen la muestra, debido a la interaccién de los electrones con la misma, para realizar

el microandlisis elemental a través de la sonda EDS. (Renau—Piqueras y Faura, 1994)

2.1.3.6 Espectroscopia de absorcion UV-VIS. Para determinar las transiciones
electrénicas que se presentarian el ZnO sintetizado debido a la excitacién de los electrones
ubicados en la banda de valencia o en los estados energéticos localizados en el gap,
asociados a los defectos estructurales, a la banda de conduccion del material, se utilizé un
espectrofotébmetro UV-VIS marca Shimadzu, modelo UV2100 de doble haz, con software
de adquisicién de datos y calibrado UVPC, empleando una cubeta de cuarzo de paso 6ptico
de un 1cm sobre la muestra en solucion. La espectroscopia UV-Visible se fundamenta en
la absorcién electronica de la radiacion electromagnética cuando ésta interacciona con la
materia en el entorno de longitudes de onda entre 190 nm y 800 nm. Utiliza la luz en los
rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR) cercano. En esta
region del espectro electromagnético, las moléculas experimentan transiciones

electrénicas, desde el estado basal al estado excitado. (Talam et al., 2012)

2.2 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIFUNGICA in vitro DE ZnO-NPs

2.2.1 Equipos empleados para realizar los ensayos. A continuacion, se listan haciendo

una breve descripcion en el uso especifico de su funcionalidad.

35



2.2.1.1 Autoclave NAPCO 9000. Este equipo ayudd a eliminar, de forma confiable,
microorganismos que pudieron estar presentes en los objetos que se utilizaron en las
actividades de diagnéstico, tratamiento y evaluacion. El autoclave se empleé para
esterilizar, actividad que permitio a través de procedimientos fisicos, quimicos 0 gaseosos
la destruccién o eliminaciébn de toda forma de vida microbiana presente en objetos

inanimados, incluyendo esporas.

2.2.1.2 Camara de flujo laminar LACONCO PURFIER VERTICAL CLEAN BENCH. Este
equipo en acero inoxidable de forma prismatica, con una Unica cara libre (la frontal) la cual
daba acceso a su interior, fue donde se localizé la superficie de trabajo que siempre
permanecio limpio y estéril. En el recinto habia un ventilador que forz6 el paso de aire y de
todas las particulas que este contenia a través de un filtro HEPA (High Efficiency Particle
Arresting), proporcionando aire limpio a la zona de trabajo, Ademas, se us6 una lampara
UV (200-280 nm) para eliminar los microorganismos, afectando su material genético debido
a un proceso de fotdlisis lo que impidi6 la division celular y por tanto su crecimiento. Todas
estas acciones se realizaron con el fin de mantener el area de trabajo libre de particulas
(estado aséptico), especialmente de posibles contaminantes (bacterias u hongos), que

pudieran acceder al cultivo vegetal.

2.2.1.3 Horno MEMMERT. Este equipo brind6 las condiciones de temperatura, atmdsfera
y humedad controladas que permitieron conservar organismos Vvivos en un entorno

adecuado, favoreciendo su crecimiento.

2.2.2 Metodologia in vitro para determinar la capacidad antifungica de las ZnO-NPs.
Para la evaluacion de la actividad antifangica de ZnO-NPs, considerando su accién sobre

los hongos Penicillium digitatum y Penicillium italicum, a través de la siguiente metodologia.

2.2.2.1 Aislamiento del hongo a partir de una naranja afectada. Se escogi6 una naranja

de la variedad Valencia con la afeccion fungica correspondiente y se lavo con una solucion
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de hipoclorito al 0,5 %. De diferentes partes de la naranja afectada, se tomaron cuadrados
de 3 mm de espesor, teniendo cuidado de cortar la parte afectada del tejido por Penicillium
digitatum o por Penicillium italicum y parte sana. Cada uno de éstos cortes se coloco en
una caja de Petri y se le adicion6 hipoclorito al 0,5 %, permitiendo que este actuara durante
un minuto, luego se enjuagdé con agua destilada; el proceso se realizé por triplicado.
Posteriormente, se prepar6 Patata Dextrosa Agar (PDA), se autoclavd a una temperatura
de + 121 °C, por 30 minutos, y se sirvié en cajas de Petri (15 mL/caja).

Después de gelificado el medio, se realiz6 la siembra de las muestras obtenidas, actividad
que se realiz6 en el interior de una campana extractora, en medio estéril, para, finalmente

incubarlas hasta el crecimiento puro de los hongos objetos del estudio (figura 2).

Figura 2. Proceso de aislamiento de P. digitatum y P. italicum

2.2.2.2 Método de recuento de esporas. Para obtener los patrones de Penicillium
digitatum y Penicillium italicum a utilizar en los ensayos, se tomo una caja de Petri de cultivo
de 7 dias de incubacion a la cual se le removieron las esporas con la ayuda de un asa
redonda. Posteriormente, éstas se depositaron en un Erlenmeyer de 100 mL de volumen
que contenia una soluciéon de agua destilada esterilizada (ADE) y Tween 80°® al 0,1 %. De
esta forma se preparo la solucion madre de la cual se tomaron 4 submuestras de 1 mL y se
depositaron en tubos de ensayo, con 9 ml de ADE, obteniéndose asi la dilucién 10 de

cultivo fungico.
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Este procedimiento se repitio llevando 1 mL de esta diluciéon (1071) a tubos con 9 mL de
ADE para obtener la dilucion 107%; nuevamente se repiti6 este proceso indicado para
obtener la dilucién 10-2 que fue a la que se le realiz6 el conteo de esporas para determinar
el nimero de esporas por mililitro de suspensién. Para el recuento de esporas se utilizé la
camara de Neubauer, para lo cual se sumé el total de esporas presentes en los 25
cuadrantes centrales de la cAmara. Para cada submuestra se realizo este procedimiento
por triplicado para obtener un total de seis lecturas. La concentracion de esporas se calculo
multiplicando el promedio del nUmero de esporas, obtenido del recuento, por el inverso de
la dilucion empleada para el conteo (Vélez et al., 1997). En la figura 3 se muestran los

elementos utilizados para obtener las diluciones y realizar el conteo de esporas.

Figura 3. Proceso de recuento de esporas.

2.2.2.3 Viabilidad de las esporas de los hongos estudiados. Para establecer la
viabilidad del hongo, considerando el estimativo de nimero de esporas, se calcul6 la
cantidad de esporas viables, de una formulacién, por unidad de volumen. Este estimativo
se realiz6 con cada una de las cuatro submuestras preparadas, para determinar la
concentracion de esporas, realizando el siguiente procedimiento. Se prepararon en cajas
de Petri 10 mL de agar-agua al 1,5 %, sin acidificar. De la disolucién 10-3, de cada
submuestra preparada en la prueba anterior y previamente agitada, se tomaron 5 L para
depositar en las cajas de Petri, a razon de 5 alicuotas por caja de Petri inoculadas, y luego
se incubaron a 25 + 2 °C durante 24 horas. Previamente, en la superficie externa inferior de
la caja, se marcaron 5 puntos para indicar los lugares en donde se depositaron las alicuotas

gue contenian las esporas.
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Transcurrido el tiempo de incubacién, se agregd una gota de azul de lactofenol en los
lugares donde se depositd cada alicuota, esto con el propésito de detener la germinacion y
a la vez tenir las esporas del hongo; luego se cortaron las zonas donde se depositaron las
alicuotas y los cortes se depositaron sobre una lamina portaobjetos, cubriéndolos con una
laminilla. Estas muestras se observaron utilizando el objetivo 40X del microscopio éptico,
contando un minimo de 100 esporas (registrando germinadas y no germinadas) por
alicuota. Con los datos obtenidos en las cuatro submuestras, se calculd el porcentaje de
germinacion teniendo presente que una formulacion comercial debe tener una germinacién
superior al 85%, para un tiempo de incubacién de 24horas (Vélez et al., 1997). En la figura
4 se muestra el microscopio utilizado para observar las muestras de los hongos sembrados

y una de las fotografias obtenidas de este estudio.

Figura 4. Viabilidad de los hongos P. digitatum y P. italicum.

2.2.2.4 Determinacion de la capacidad antifungica. EIl objetivo de este ensayo es
establecer, de forma cuantitativa, el efecto de las ZnO-NPs sintetizadas en este trabajo,
sobre las cepas de los hongos de interés (Penicillium digitatum y Penicillium italicum),
aislados de los procesos infecciosos que ocurren en la Naranja. El método se basa en el
andlisis de la relacion que se puede establecer entre la cantidad de sustancia aplicada al
sistema, para inhibir el crecimiento de una cepa fungica, y el &rea de crecimiento del hongo
(Bauer et al., 1966; Cantdn et al., 2000). Para determinar esta relacion se sembro, sobre la
superficie de una caja de Petri con medio de cultivo, una alicuota de 10uL de concentracién

conocida (determinada en el recuento de esporas) viable de esporas de Penicillium
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digitatum y Penicillium italicum. El medio de cultivo se preparé con Patata Dextrosa Agar
(PDA) y se le adicionaron diferentes cantidades de éxido de cinc (0 mg L™, 244 mg L™, 488
mg L, 732 mg L'y 976 mg L™) correspondientes a los tratamientos TZ3, TZ6, TZ9Y TZ12
respectivamente, y asi determinar, si ellas presentaban efecto antifungico, el tratamiento

optimo inhibitorio (Ramirez y Castafio, 2009).

Figura 5. Preparacién de medios de cultivo PDA con ZnO.

BTN |

Para conocer la evolucion de los cultivos en estudio, se tomo un registro fotogréafico diario
de las cajas de Petri usando el sistema "Nis Elements" y se midio el area de crecimiento del
hongo con el sistema de andlisis "Image pro Analizer", hasta completar un total de 10 dias
de observacion; esta metodologia permitié6 comparar el comportamiento del hongo frente a
la accion de los diferentes tratamientos con contenido de nanoparticulas de ZnO

adicionadas al medio cultivo.

2.3 PREPARACION DEL RECUBRIMIENTO.

2.3.1 Equipos empleados para realizar los ensayos. A continuacion, se listan haciendo

una breve descripcion en el uso especifico de su funcionalidad.
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2.3.1.1 Ultrasonido. Este equipo se utilizé para evitar la aglomeracion de las
nanoparticulas en la matriz polimérica empleada para el recubrimiento, haciendo uso de
ondas de ultrasonido producidas por un sistema mecénico que convierte en vibraciones de
alta intensidad una corriente eléctrica aplicada (fig. 6.A.). En la solucién liquida, sometida
a la accion del equipo de ultrasonido, se generan burbujas microscopicas, las cuales sufren

rapidisimos procesos de expansion y colapso transmitiendo esta energia a otros materiales.

2.3.1.2 HL2. Este equipo posee dos sistemas de control, el primero es un sistema de
calentamiento a través de enchaquetamiento de dos recipientes donde se produce
transferencia de calor por conduccién, el primer recipiente contiene agua caliente, regulada
por termocupla, el segundo recipiente contiene los materiales que seran procesados. El
siguiente sistema, es el de agitacién, su funcién es mezclar los materiales del segundo
recipiente, para ello emplea dos aspas de diferente tamafio que giran en contrasentido, el
mas pequefio en forma espiral evita que el material se sedimente y el aspa grande en forma
de W (fig. 6.B.) evita las turbulencias, tras el cierre a presion del equipo en la parte superior
se encuentra el motor y el procesador donde se introducen los parametros de control
(temperatura y velocidad de agitacion).

2.3.1.3 Aspersor Autojet Modular Spray System 1550*. Este equipo emplea una bomba
neumatica de doble diafragma que regula el paso de la presion del sistema aire / liquido; a
través de una boquilla permite bafiar con la solucién del recubrimiento el material a tratar
(Naranja Valencia). El parametro empleado fue para la presion de liquido 30 bar en un
tiempo de 2min, y presion de aire 40 bar.

2.3.2 Metodologia empleada para obtener el recubrimiento. Las nanoparticulas de
oxido de cinc (ZnO-NPs) sintetizadas se dispersaron en agua destilada, en diferentes
cantidades (determinadas por la concentracion 6ptima de inhibicién), empleando agitacion
y ultrasonido para alcanzar una suspension homogénea en el medio. Esta dispersion se
utiliz6 para preparar una suspension de almidon de yuca (Manihot esculenta Crantz),

variedad SM 707-17 modificado por via enzimética 13% equivalente dextrosa (Bonilla,
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2010) la cual se le adicion6 un plastificante, glicerol Blamis Dotaciones® grado analitico,
para propiciar la gelatinizacion de la mezcla de almidon, a condiciones de temperatura y
agitacion controladas, empleando la metodologia establecida por Paz, (2014).

Figura 6. Equipo empleado en la elaboracion del recubrimiento.

2.4 METODOLOGIA in vivo.

2.4.1 Material vegetal. Para realizar el ensayo se emplearon frutos tipo naranja Valencia,
provenientes de la zona de produccion citricola del Departamento del Cauca, con los
siguientes pardmetros técnicos: Fruto entero, sano, limpio, libre de podredumbre o
deterioro, con un requisito de madurez de acuerdo a la norma NTC 4086 color 3, calibre C
(72-83 mm de diametro) y exento de materia extrafia visible (plagas y dafios causados por
ellas), asi como de olor y/o sabor extrafios, de dafios causados por bajas y/o altas
temperaturas, de indicios de resequedad interna y de magulladuras y/o amplias
cicatrizaciones por cortes en la cascara (Cédex Stan 245, 2005; ICONTEC, 2003).
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2.4.2 Método. Los frutos, que cumplian los requisitos técnicos indicados previamente, se
lavaron y desinfectaron en un tren de lavado Marca Javar 360-2, esta maquina permitié una
limpieza y desinfeccion eficaz de las naranjas, ya que su accién propicié al fruto lavado
(aspersién e inmersién) y cepillado, usando agua potable y desinfectantes TEGO 51®y
CITROSANE®. Posteriormente se inocularon los hongos a los frutos a evaluar, tomando los
correspondientes referentes (Testigos) para realizar el control absoluto. Las condiciones de
manipulacion y preparacion de los inéculos de esporas en suspension, para ambos
patdgenos, se realizaron considerando los tratamientos previamente establecidos en la
prueba in vitro. Para el presente caso, se realiz6 una herida en la zona ecuatorial del fruto
(sin perforar la pulpa, para simular la condicién natural), de 1,5 mm de profundidad y un 0,5
mm de diametro, para inocular alli el patégeno, usando para ello una micropipeta. Se
inoculd una alicuota 20 uL de suspension, a una concentracién de 9.0x10° esporas/mL, y

después se dejaron por 24 horas a temperatura ambiente (Alvarez, 2012).

Los frutos con un dia de exposicién a los patdgenos inoculados, se cubrieron con el
recubrimiento que contenia las ZnO-NPs sintetizadas, en la dilucion correspondiente,
empleando aspersion automatica; posteriormente se acondicionaron, simulando
condiciones comerciales de almacenamiento (Comercializacion directa: de una a dos
semanas, temperatura ambiente, las cajas se dejaron, en promedio a 23 °C) (Viuda-Martos
et al., 2008) para su evaluacién temporal. En la figura 7 se muestra el acondicionamiento
de las naranjas que se recubrieron, con el material que contenian las ZnO-NPs, para

realizar el ensayo de capacidad antifungica in vivo.

Figura 7. Etapas de acondicionamiento de la naranja a evaluar para seguimiento in vivo. A.

Limpieza y desinfeccion, B. Inoculacién, C. Aspersion y D. Disposicion en gondola.
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2.5 CARACTERIZACION FISIOLOGICA Y PARAMETROS POS COSECHA DE LA
NARANJA VALENCIA (Citrus sinensis).

Para la caracterizacion fisiolégica y la evaluacién de los pardmetros pos cosecha, de los
frutos que contenian el recubrimiento con tratamiento (ZnO-NPs) y patégeno, y
recubrimiento solo y patdgeno se usaron las técnicas normalmente empleadas, las cuales

se indican a continuacion, sefialando la informacién que se obtuvo con cada una de ellas.

2.5.1 Firmeza. Este pardmetro se determind usando la Maquina universal de ensayos
marca SHIMADZU, referencia EZ-L. La metodologia que se utilizd, para medir la firmeza de
las naranjas, se estandarizé en el laboratorio de Reologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad del Cauca, mediante ensayos que se realizaron
directamente sobre la zona ecuatorial del fruto (Figura 8.), a una velocidad de celda de 5
mm/min. En ella se mide el mddulo elastico (la fuerza de impacto en funcién de la masa y
del radio de curvatura del fruto, limitada por la velocidad del fruto en caida libre y el punto

de impacto donde no se puede controlar)

Figura 8. Esquema que ilustra la medicion de la firmeza a las naranjas en estudio.

J
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2.5.2 Pérdida de peso. Se determiné empleando una balanza de mesa, tomando los frutos
que se pesaron del muestreo que previamente se dispuso para estos ensayos. Esta
informacién se registré, a lo largo de 15 dias, para todos los tratamientos de los frutos
empleados. La pérdida de peso se determiné aplicando la siguiente expresion (Barco, 2011)

(Ec. 1)

p—p
pp=__J

* 100
)

donde:

PP = Pérdida de peso promedio

Pi = Peso inicial

Ps = Peso final

2.5.3 Tasa de respiracion. Este pardmetro se evallo cada dos dias a la misma hora,
durante dos semanas; se realizaron mediciones de produccion de dioxido de carbono, para
ello se adecuaron los frutos en parejas con los tratamientos en bolsas plésticas, extrayendo
la mayor parte de aire dentro de las mismas y sellandolas verificando condiciones 6ptimas
del empaque (Especificamente que no presentara perforaciones) (fig. 9A), luego se dispuso
una almohadilla sobre el empaque, permitiendo que el equipo empleando el Oxybaby®
(Referencia OXYBABY 6.0 O,/CO,) a través del punzon espira, por una pequefia bomba
incorporada, una cantidad de muestra de gas, realizando una comparacion con valores
grabados previamente como patrones de referencia; conduciéndola hacia la célula diéxido
de carbono, la medida del CO; se realiz6 con base en el principio de absorcion de infrarrojo.
A través del andlisis de los datos se puede establecer el dia donde el fruto alcanza su

madurez méxima y empieza el proceso de senescencia.

2.5.4 Sélidos solubles totales. Para evaluar este parametro, se tomaron muestras de las
naranjas empleadas en la prueba de firmeza, las cuales se procesaron usando un extractor
para obtener una muestra liquida y de la cual se tomé una alicuota que se dispuso en el

prisma del refractémetro digital ATAGO para tomar de él la lectura de grados Brix (fig. 9.B.).
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Figura 9. Evaluacion de los parametros fisiologicos de la naranja Valencia a diferentes

tratamientos. A. Tasa de respiracion, B. Sdlidos solubles

2.5.5 Acidez titulable. Usando la muestra liquida de jugo extraido al fruto, este pardmetro
se determiné empleando titulacién potenciométrica y se expresé como porcentaje de acido

citrico (fig. 10.A.). El célculo del mismo se realizé6 empleando la siguiente expresion:

(Ec. 2)

, N
% Acido citrico = * K %100

donde:

V1 = Volumen de NaOH consumido en mL

V> = Volumen de la muestra (10 mL)

K = peso equivalente del &cido citrico (0.064 g/meq)
N = Normalidad del NaOH (0.1 meg/mL)

2.5.6 Potencial de hidrégeno pH. Deljugo extraido, para determinar el parametro anterior,
se tomo un volumen de 10 mL y se introdujo en el electrodo del pH-metro SELECTA pH-
2006 para obtener el valor de pH del mismo (fig. 10.B)
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Figura 10. Evaluacion de los parametros fisiologicos de la naranja Valencia a diferentes
tratamientos. A. Acidez titulable y B. pH.

2.6 DISENO EXPERIMENTAL.

Para evaluar los atributos de tipo interactivo de los componentes de la matriz, se empleg,
un disefio factorial con 3 factores (tratamiento a aplicar, hongo y tiempo) y seis niveles
(Cuadro 1) para un total de 8 tratamientos por dia. Los valores de los niveles se
establecieron segun los estudios preliminares y consultas bibliograficas sobre trabajos
previos (Achipiz, 2012; Zafiga y Ordofiez, 2013; Paz, 2014) llevados a cabo con almidén
de yuca y ZnO, en los cuales se evalué el comportamiento del recubrimiento frente a
caracteristicas reolégicas vy fisiologicas y, con base en estos datos se realiz6 el ajuste de

parametros para llevar a cabo la caracterizacion fangica.

Mediante el software Minitab 16 se realiz6 el analisis de varianza (p<0,05) para establecer
la influencia de los factores y prueba de promedios de Duncan en el caso de existir

diferencias significativas en los tratamientos para definir el mejor tratamiento.
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Cuadro 1. Distribucion de los tratamientos.

FACTORES NIVELES VARIABLE DE RESPUESTA
Testigo
TRATAMIENTO 120 CAPACIDAD ANTIFUNGICA
TZA
TZB ESTABILIDAD FISIOLOGICA DEL FRUTO
P. digitatum
HONGO X g. ESTABILIDAD DEL EFECTO EN EL TIEMPO
P. italicum
TIEMPO Dias

Testigo = Fruto con afeccién fangica sin recubrimiento

TZ0 = Fruto con afeccién fangica con recubrimiento sin incorporaciéon de ZnO—-NPs.

TZA

Fruto con afeccion fangica con recubrimiento incorporado una cantidad de ZnO—
NPs de los tratamientos in vitro con mayor capacidad inhibitoria. (A cambia por
la del tratamiento)

TZB = Fruto con afeccion fungica con recubrimiento incorporado una cantidad de ZnO—
NPs de los tratamientos in vitro con mayor capacidad inhibitoria. (B cambia por

la del tratamiento)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando las diferentes actividades experimentales realizadas (ver fig. 11) con el fin de
analizar las caracteristicas, propiedades y funcionalidades obtenidas en la elaboracion del
recubrimiento antifingico, con la incorporacion de Oxido de cinc nanoparticulado, a
continuacion, se presentan los resultados més relevantes obtenidos con el desarrollo del

presente trabajo de investigacion.

Figura 11. Diagrama de flujo de las diferentes actividades experimentales realizadas para

obtener los resultados que se indican en este documento.
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3.1 OBTENCION DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE CINC (ZnO-NPs)

Con el fin de obtener un material de alta pureza quimica y con propiedades fisicoquimicas
pre-definidas, se siguié el proceso de sintesis denominado precipitacién controlada MPC
(Montero et al., 2012), al cual se le realiz6 una modificacion (la etapa de filtrado se elimino
y se continué calentando hasta lograr una resina, la cual se llevo a tratamiento térmico en
horno eléctrico a 300 °C/ 30min), favoreciendo la disminucién en el tiempo empleado para
la ejecucion del proceso y, alcanzando un rendimiento del 95% del producto final (ZnO).
Indudablemente, el mayor interés en modificar la metodologia, para obtener el ZnO, era
determinar los posibles efectos que ella podria generar sobre las caracteristicas finales del
producto obtenido: grupos funcionales presentes, morfologia y tamafio de la particula,
estructura cristalina, defectos estructurales y demas propiedades fisicoquimicas del ZnO

sintetizado

Figura 12. Registro fotogréafico de las etapas realizadas en el proceso de sintesis de 0xido
de cinc a través de la metodologia modificada MPC.
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3.1.1 Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Los espectros de
infrarrojo se tomaron a muestras solidas sintetizadas tratadas térmicamente a 300 °C/30min
y a 600 °C/4h (fig. 13), estos presentaron zonas comunes, como la regién entre ~3443 y
3432 cm™ donde se encuentran las bandas tipicas asociadas al agua, presente en la
muestra, y especificamente a los modos vibracionales de tension de los grupos funcionales
hidroxilos (OH") (Gharagozlou y Naghibi, 2016). Aparecen otras bandas alrededor de los
2924 cm™ asociada a grupos —CH y —CHs, tensién del grupo metilo, por ejemplo, y una
pequefia a ~2379y 2366 cm™ que corresponderia al CO; adsorbido por el sélido del medio

ambiente.

La banda préxima a 1625 también se puede asociar al agua (modo vibracional de flexién)
y la ubicada a ~1383 cm™ se podria asociarse a algin grupo carbonato exista en la
superficie de la muestra, asi como las bandas débiles que aparecen entre ~1047 y 1027
cm. La banda intensa a 446 cm corresponde al modo vibracional del enlace Zn-O del
6xido de cinc (Gharagozlou y Naghibi, 2016). Como se puede observar en la figura 13, es
muy poca la presencia de fase organica en la muestra por lo que se puede considerar que
es el ZnO la fase predominante en las muestras, sobre todo en la muestra calcinada a
600 °C/4h.

En la tabla 1 se indica la asignacion de grupos funcionales a las bandas que aparecen en
los espectros IR correspondientes a muestras solidas obtenidas durante el proceso de
sintesis. Para obtener una mayor informacion de los espectros IR, concretamente de la
region donde se ubican las bandas asociadas a los enlaces que forma el Zn con el oxigeno
y el OH, se realiz6 deconvolucion del espectro IR de la muestra tratada térmicamente a

600 °C, en la zona del espectro comprendida entre 650 ~ 370 cm™.
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Figura 13. Espectros de Infrarrojo (FTIR) correspondientes a muestras solidas extraidas del

sistema durante la etapa de secado (pre-calcinado a 300 °C/30 min) y tratada térmicamente
a 600°C/4 h (ZnO-NPs).
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Tabla 1. Asignacién de grupos funcionales a las bandas presentes en los espectros IR
obtenidos de muestras extraidas durante el proceso de sintesis del ZnO, a diferentes

temperaturas.
Muestra Banda IR Intensidad Asignacién
(cm?) H: Alta, M: Media, L: Baja
Pre-Calcinado 3432 H 0(O-H)
2924 L 6(C—H)
2366 L o(C-H)
1625 M 6(C=0), 8(0O-H)
1385 L o(C—H)
1047 L o(C—H)
446 H 8(Zn-0)
ZnO—-NPs 3443 M 0(O-H)
2924 L o(C—H)
2379 L 6(C-H)
1632 L 6(C=0), 8(0O-H)
1383 L o(C—H)
1027 L 6(C—H)
446 H 5(Zn-0)

Referencia ZnO “bulk” (Gharagozlou y Naghibi, 2016)
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Como se puede observar en la deconvolucion (fig. 14) las bandas predominantes son las
del enlace Zn-O, a 490 cm™ y 441 cm™. Este resultado indica que el tratamiento térmico y
la adicion de hidroxido de amonio, favoreci6 la consolidacion del enlace Zn-O y por lo tanto

la predominancia del ZnO en esta muestra sélida como Unica fase.

Figura 14. Deconvolucién del espectro IR, entre 600 ~ 370 cm™, correspondiente a la

muestra sélida sintetizada y tratada térmicamente a 600 °C durante 4 horas.
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3.1.2 Espectroscopia Raman. El espectro Raman tomado a la muestra de ZnO tratada
térmicamente a 600 °C, por 4 horas, en el rango entre 100 ~ 1400 cm~ se muestra en la
figura 15. En el espectro se observan siete modos normales vibracionales activos en
Raman, que coinciden con los reportados en la literatura por otros autores (Calleja y
Cardona, 1977; Cusco et al., 2007; Schumm, 2008), y que permite estudiar las propiedades
vibracionales de las ZnO-NPs, asi como determinar la calidad de la muestra. La estructura
wurtzite del ZnO, a condiciones ambientales, corresponde al grupo puntual Ce, y presenta
cuatro &tomos por celda unitaria, dando como resultado 12 ramas de los modos fonénicos

(Lorenz et al., 2014). De acuerdo a la teoria de grupos, los modos de los fonones 6pticos
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de la zona central corresponde a la representacion irreducible T'opr = A1 +E1 + 2E> + 2Ba,
donde los modos B; son los modos denominados “silenciosos” (no activos ni en Raman ni
en IR), A1 y E1 los modos polares divididos en fonénes oépticos transversales (TO) y
longitudinales (LO), y E> el modo no-polar, tal que este ultimo contiene dos frecuencias:
Ez(alto) - Ex"9", asociada con los atomos de oxigeno, y Ex(bajo) - E2° asociada a la sub-
red del cinc (Alim et al. 2005; Cusco et al. 2007). En la figura 15 se observan las bandas
que fueron asignadas a los modos fondnicos correspondientes, indicados en la literatura
(Lorenz et al., 2014), y se compararon tanto con las reportadas por otros investigadores
(Calleja et al. 1977; Cuscé et al. 2007) como con los valores correspondientes al ZnO
micrométrico (“bulk”) (Ashkenov et al. 2003) (tabla 2).

Figura 15. Espectro Raman correspondiente a la muestra de ZnO sintetizada en etilenglicol

y tratada térmicamente a 600 °C por 4 horas.
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La banda mas intensa del espectro (fig. 15) esta ubicada en 432 cm™ (E;"9"), asociada a

los oxigenos enlazados con el Zinc en configuracion tetraedral y desplazada 7 cm™ con
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respecto a la del “bulk” (Ashkenov et al. 2003), con una forma visiblemente asimétrica
debido a la interaccion anarménica entre los fonbénes acusticos transversales y
longitudinales. El espectro Raman no presenta la banda a 99 cm™* (E,'°%), asociada a la sub-
red del cinc, pero si es evidente la ubicada a 200 cm™ que contiene informacion de E;°"

como se indica en la tabla 2.

Tabla 2. Bandas presentes en el espectro Raman correspondiente al ZnO sintetizado en
etilenglicol y tratado térmicamente a 600 °C a las cuales se les ha asignado su
correspondiente simetria y proceso (tipo de modo fondnico y su naturaleza: acustico
transversal (TA) o longitudinal (LA), y Optico transversal (TO) o longitudinal (LO)),
comparandolas con las obtenidos por otros investigadores.

Frecuencia
(cm) Simetria Proceso
Trabajo Cusco etal. Callejaetal.
200 203 208 A1,(E2) 2TA-2E2"ow
326 333 332 A1,(E2,E1) Eohigh_ low
432 438 437 E> Ehigh
574 574 574 A1 A1(LO)
664 666 A1 TA+LO
806 812 A1 LA+LO
1144 1158 1160 A1 2A1(LO),2E1(LO); 2LO

*Referencia ZnO “bulk™ 102 cm™ (E,'*"); 379 cm™ (A1(TO)); 410 cm™ (E1(TO)); 439 (E2"9"); 574 cm™ (A1(LO)); 591 cm™ (E1(LO))
(Ashkenov et al. 2003)

En el espectro de la figura 15 también es evidente la banda ubicada a 326 cm™ la cual
puede ser atribuida al proceso E;"9"-E,°" (Cusco et. Al. 2007) y, aunque no esta indicada
en el espectro, también apareceria la de 379 cm™ asociada al modo A:(TO) (Ashkenov et
al. 2003). Considerando que la seccion transversal de dispersion, tanto de A;(LO) (574 cm’
1) como de E1(LO) (591 cm™?), es mucho mas pequefia que los otros modos en el caso de
excitacion no-resonante (Calleja et al. 1977), estas bandas son muy dificiles de observar
en monocristales y nanoestructuras de ZnO (Lorenz et al., 2014). Sin embrago, en el
presente trabajo, se observa una banda a 574 cm™ y un pequefio hombro a 589 cm?, en el

espectro, que indicarian presencia de defectos en el ZnO (Friedrich y Nickel, 2007),
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posiblemente vacancia de oxigeno, y, como son nanoestructuras como lo indicaran los
resultados de MET, el incremento de la superficie especifica de las muestras también
contribuiria a justificar la presencia de estas bandas (Lorenz et al., 2014).

Por otro lado, la existencia de una banda bastante apreciable a 1144 cm™ (sobretono de los
modos A:(LO) y E1(LO) - 2A1(LO),2E1(LO) — ver tabla 2) ratificaria la presencia de defectos
en el ZnO sintetizado. Por dltimo, el grupo de bandas de baja intensidad ubicadas en 200,
664y 806 cm™ corresponde a sobretonos o combinacién de los modos (espectro Raman
de segundo orden) 2TA-2E,°%, TA+LO y LA+TO, respectivamente, tal como se indica en la
tabla 2. Las pequefias diferencias que se observan entre la ubicacién de las bandas en los
espectros Raman correspondientes al ZnO “bulk” y a las nanoestructuras de ZnO (ver tabla
2) se puede deber, principalmente, al confinamiento espacial dentro de los “puntos
cuanticos” (Richter et al., 1981), a efectos de calentamiento local (Alim et al. 2005) y a la
localizacién fonoénica por la presencia de defectos; considerando la presencia de las bandas
ubicadas a 574, 1144 y el hombro a 589 cm™, en el espectro Raman (fig. 15), el Gltimo

mecanismo seria el mayor responsable de estas diferencias.

3.1.3 Difraccién de Rayos X (DRX). Por medio de esta técnica de caracterizacion se
identificd el tipo de estructura cristalina que presentaban las muestras sintetizadas por el
método MPC, en etilenglicol, tanto del pre-calcinado (300 °C) como de la muestra tratada a
600 °C/4 horas. En la figura 16 se muestran los difractogramas correspondientes a las
muestras mencionadas, tal que al compararlos con las fichas patrén, éstos coincidieron con
el PDF JCPDS 89-7902, indicando que en ellas predominaba el ZnO con estructura tipo
wurtzita. Los picos fueron indexados evidenciandose que los que presentaban mayor
intensidad eran los correspondientes a las familias de planos (101), (100) y (002); usando
la ecuacion de Debye — Scherrer se calculd el tamafio de cristalito, para la muestra de
precalcinado, encontrandose un valor de 2 nm. Observando la figura 16 se puede concluir
gue en la muestra de precalcinado ya se tenia el ZnO como fase cristalina Unica o sea que
el 6xido se puede obtener a esta baja temperatura y no se requiere del tratamiento a los

600 °C, salvo que se desee un mayor tamafio de cristalita o sea solido mas cristalizado.
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Figura 16. Difractogramas de rayos X correspondientes a muestras precalcinado (300 °C)
y la tratada térmicamente a 600 °C/4 horas de ZnO sintetizado por MPC (PDF 89-7902).
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3.1.4 Microscopia Electrénica de Transmision (MET). Para determinar el tamafio y la
morfologia de las particulas sintetizadas se utiliz6 la Microscopia Electrénica de
Transmision. En la figura 17 se observa la micrografia (magnificacion 150000x) tomada a
una muestra sintetizada en etilenglicol y tratada térmicamente a 600° C, donde se ven
particulas con morfologia esferoidal, dispuestas arbitrariamente, y con un tamafio de

particula menor a los 100nm (nanoparticulas de ZnO — ZnO-NPs).

Figura 17. Micrografias obtenidas con MET de soélidos de ZnO sintetizados por el método

de precipitacion controlada MPC, en etilenglicol, tratada a 600 °C/4 h.
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3.1.5 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB). En la figura 18 se muestran las
fotografias obtenidas con MEB de la muestra de ZnO sintetizada en etilenglicol y calcinada
a 600 °C donde se reitera que las particulas presentaban forma esferoidal y tamafio
nanométrico (menor a 100 nm). Ademas, se utilizé la microsonda que tenia el equipo de
MEB para realizar un andlisis elemental puntual - EDS de la muestra, en las zonas
marcadas con los circulos azules en la fotografia de magnificacion 25000x, encontrandose
la composicion quimica indicada en la tabla 3. Las composiciones elementales de la tabla
3 indican menor concentracibn de oxigeno en la muestra reiterando el caracter no
estequimétrico del 6xido de cinc (ZnO1.), asi como la presencia de vacancias de oxigeno

como defecto estructural principal.

Figura 18. Micrografias tomadas con MEB de la muestra sintetizada en etilenglicol y tratada

térmicamente a 600 °C.
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Tabla 3. Determinacion elemental porcentual puntal de la muestra sintetizada en etilenglicol
y tratada térmicamente a 600 °C/4 horas.

Spectrum Oxigeno Cinc Total
1 29.01 70.99 100.00
2 23.17 76.83 100.00
3 24.80 75.20 100.00
4 27.77 72.23 100.00
Mean 26.19 73.81 100.00
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3.1.7 Espectroscopia de absorbancia UV=Vis. En la figura 19 se muestra el espectro de
absorcion UV-Vis de las ZnO-NPs en el que se registran las transiciones electrénicas que
ocurren en el sélido al irradiarlo con radiacion en este rango de frecuencias; es posible, por
lo tanto, determinar la energia requerida para excitar electrones de la banda de valencia a
la banda de conduccién considerando el criterio hv = Ec — E, = Eg, donde v es la frecuencia
de la radiacion incidente, Ec el borde inferior de la banda de conduccion, E, el borde superior
de la banda de valencia calcular y E4 el ancho de la banda prohibida (gap de energia).

Figura 19. Espectro UV-Vis correspondiente al ZnO sintetizado en etilenglicol y tratado
térmicamente a 600 °C.
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En el espectro se observa un pico a una longitud de onda A = 378 nm. Por lo tanto, se puede

determinar la energia asociada a esta transicion electronica utilizando la siguiente
expresion:
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Ec. 3.

Reemplazando los correspondientes valores: 1 = 378 nm, h constante de Planck
(4.135667x107° eV.s) y ¢ velocidad de la luz (3x108 m/s), se obtiene que:

- 4.135667x1071° x« 3x108 378eV.s * m/s

=32
378 nm 3.28¢eV

cantidad que corresponde al valor del gap de energia reportado en la literatura (Coleman y
Jagadish, 2006)

3.2 AISLAMIENTO DE HONGOS PATOGENOS DE LA NARANJA

3.2.1 Penicillium digitatum. Observando la microestructura de las colonias (fig. 20A.),
ellas presentaron un aspecto aterciopelado, desarrollando micelio blanquecino y conidios
de color verde oliva palido cuando generaron esporas. El reverso de la placa mostré un
color marrén claro tipico. Un analisis microscépico mas detallado (fig. 20B.), permitié
observar las hifas septadas, los conidiéforos ramificados, las fidlides y sobre éstas los

conidios en cadena, con forma tipica elipsoidal a globosa (Frisvad y Samson, 2004).

3.2.2 Penicillium italicum. Macroscopicamente, las colonias presentan un aspecto
aterciopelado, desarrollando micelio blanquecino y conidios de color azul palido grisaceo
cuando generaron esporas (fig. 21A.), el reverso de la placa presenté un color crema tipico.
Un analisis microscépico detallado (fig. 21B.), permiti6 observar las hifas lisas hialinas,
conidiéforos ramificados, fialides cilindricas cortas y sobre éstas los conidios en cadena,

con forma elipsoidal (Frisvad y Samson, 2004).
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Figura 20. A. P. digitatum en medio de cultivo PDA 48 horas después de sembrado B.
Impronta MOAR magnificacion 40X Hifa (hi), conidi6foros (cdf), fialides (fia) y conidios (co)
de P. digitatum, en observacion microscopica.

Figura 21. A. P. italicum en medio de cultivo PDA 48 horas después de sembrado B.
Impronta MOAR magnificacion 40X Hifa (hi), conidioforos (cdf), fialides (fia) y conidios (co)
de P. italicum, en observacién microscopica.

3.2.3 Recuento de esporas y viabilidad de los hongos. Tras la realizacién de la prueba

de conteo esporas se logré determinar el nUmero de unidades infectivas por unidad de
volumen obtenido para P. digitatum fue 8,83x10°® e/mL + 2,98 x10° e/mL con una viabilidad
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de 94,11 % y para P. italicum 9,00 x10°® e/mL + 2,40 x10° e/mL con la viabilidad de 94,67 %
(Anexo B.).

3.3 ACTIVIDAD ANTI-FUNGICA

3.3.1in vitro. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos al realizar las pruebas
en medio de cultivo PDA mencionadas en la metodologia numeral 2.2.2.4 concerniente a la

valoracién y efecto de las ZnO-NPs sobre los hongos P. digitatum y P. italicum

3.3.1.1 Prueba fungistatica a los patdégenos del género Penicillium: Durante el
seguimiento llevado a cabo para el ensayo, los tratamientos TZ3, TZ6, TZ9 y TZ12
evaluados presentan capacidad para inhibir el crecimiento micelial de los hongos P.

digitatum y P. italicum, (fig. 22.).

Figura 22. Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de los tratamientos en patdgenos

del género Penicillium.
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Se evidencia la capacidad antifingica de las ZnO-NPs tras la aplicacion de las cepas de
Penicillium de los diferentes tratamientos, correspondientes a distintos tratamientos del
oxido. Por ejemplo, para el P. digitatum (fig. 24.) se observa un significativo efecto
inhibitorio, mayor al 85% del crecimiento del hongo para los diferentes tratamientos, que
contrasta con los resultados obtenidos por Sepulveda et al. (2015), quienes utilizando el
Imazalil, antifGngico quimico comercial, alcanzaron porcentajes de inhibicion que
comprende rangos de 44.6 — 75%, en soluciones de 1000 mg L™; mientras para el P.
italicum solo los tratamientos TZ9 y TZ12 superan el 70% del crecimiento. El analisis
estadistico de los datos presenta un panorama en el que se observa que ambos organismos
son susceptibles a los tratamientos con ZnO-NPs (fig. 23.), y existe suficiente evidencia
estadistica para afirmar, que se presentan diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tratamientos (Anexo C.), por lo cual se realiz6 un analisis de varianza por comparaciones
multiples de un solo factor (LSD de Fisher).

Figura 23. Areas de crecimiento de los hongos en el tiempo para los diferentes tratamientos
A. P. digitatum B. P. italicum.

404
Tratamiento Tratamiento
404 _o Testigo A —s— Testigo B
& —m— TZ3 I —m— TZ3
£ 26 E a0 126
L 30 |—a— 120 ICh —a— 779
! 1712 o 1712
o c
L o ’,,-
E E 20 -
g2 E
G 5 el
5 8 a
© 101 —
o 104 p e
L o ke
. =R ~
< IR <
0 — P 0
N A % 6 @ A NN N9 s x5 6 A R 8 0 N L0
. . . ; . . . : R N S R NS 2
8 8 8 S e e SO A L A A

El factor a comparar fue el tratamiento, como resultado se obtuvieron dos modelos de
agrupacion, el primer modelo se estableci6 para el P. digitatum el cual se le asigné al
tratamiento testigo al grupo A y los tratamientos TZ3, TZ6, TZ9 y TZ12 al grupo B; el
segundo modelo estableci6 para el P. italicum, la asignacién del tratamiento testigo al grupo
A, alos tratamientos TZ3 y TZ6 al grupo B, a los tratamientos TZ6 y TZ9 al grupo C y a los
tratamientos TZ9y TZ12 al grupo D.
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Figura 24. Registro fotogréafico de la valoracion in vitro de los tratamientos testigo, TZ3, TZ6,
TZ9 y TZ12 sobre P. digitatum, ordenado para los dias, 3 superior izquierda, 5 superior
medio, 7 superior derecha, 9 inferior izquierda ,11 inferior medio y 12 inferior derecha

respectivamente.
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Especificamente para el ensayo con P. digitatum y con la finalidad de establecer los mejores
tratamientos para la prueba fungistéatica in vivo se realizdé un nuevo analisis con el método
LSD de Fisher, a través de este se determinaron nuevos agrupamientos asi: grupo A
tratamientos TZ3, TZ6 'y TZ9 y grupo B tratamientos TZ6, TZ9 y TZ12; a este ultimo grupo
se le realizé comparacion de medias de las muestras, para determinar si entre ellas difieren,
obteniendo que no hay evidencia significativa (p < 0,05) que permita afirmar que existe un
mejor tratamiento entre TZ6, TZ9y TZ12

Cabe destacar que se presentaron efectos sobresalientes en los tratamientos TZ6, TZ9 y
TZ12 en las cepas sembradas artificialmente, alrededor de estas se generd una zona
inhibitoria la cual inicié después de las 48 horas de inoculado el hongo, esta zona, continu6
creciendo a lo largo del tiempo a medida que el hongo lo hacia.
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En contraste, los hongos del género Penicillium sometidos a los tratamientos TZ9 y TZ12
presentaron cambios especificos a nivel estructural (fig. 25.). Las hifas perdieron su forma
lineal y mostraron engrosamiento excesivo y estrangulacién, mientras que los fialides y los
conidioéforos también evidenciaron deformacién estructural, constitucion de tamafio

pequefio y limitado. Asi mismo, los conidios disminuyen considerablemente su cantidad.

Figura 25. Improntas MOAR de los hongos tratados, superior izquierda P. digitatum en
medio de cultivo PDA 48 horas muestra testigo magnificacion 100X, superior derecha P.
digitatum en medio de cultivo PDA 48 horas tratamiento TZ9 magnificacion 100X, inferior
izquierda P. italicum en medio de cultivo PDA 48 horas tratamiento TZ12 magnificacion
100X, inferior derecha P. italicum en medio de cultivo PDA 48 horas muestra testigo
magnificacién 400X, hifa (hi), conidiéforos (cdf), fialides (fia) y conidios (co).

%

Para tratar de explicar estos cambios en el hongo, propiciados por las ZnO-NPs, se debe
considerar que la pared celular del hongo constituye uno de los sitios importantes para la
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interaccion con, y barrera para, las nanoparticulas. Aunque el mecanismo que le permite a
estas Ultimas agredir, o pasar a través de ella, no esta bien dilucidado, es muy probable
que exista una mayor afinidad de las ZnO-NPs por la pared celular del hongo, debido a la
carga superficial de las nanoparticulas, y la generacién de ROS, acciones que se verian
favorecidas por la incidencia de radiaciones visible (400-600 nm), UVA (366 nm) y UVC
(254 nm) (Yang y Ma, 2014), podrian ocasionar los dafios observados en las hifas, los
fidlides y los conidi6foros, asi como justificar la ineficiencia de los medios de defensa que
poseen los hongos. Aln mas, sin la incidencia de radiacion, los ROS se podrian generar
mediante los defectos superficiales que presentan las ZnO-NPs, tal como lo indicaron

Lakshmi y Vijayaraghavan en su trabajo (Lakshmi y Vijayaraghavan, 2015).

Estos efectos dependen de las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas e
incluyen efectos de obstruccion, disolucién de las mismas con la generacion de iones y/o
compuestos téxicos o produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Dutta et al.,
2012), mecanismos gue aun no han sido dilucidados. Para estos resultados obtenidos en
el estudio, se consideré pertinente estimar la incorporacion de una cantidad determinada
ZnO-NPs, por ejemplo, la correspondiente al tratamiento TZ9 y TZ12 al recubrimiento
natural de almidon de yuca modificado, para verificar la capacidad antifungica del mismo

en frutos citricos bajo condiciones poscosecha.

3.3.2 Actividad anti-fungicain vivo: A continuacion se presentan los resultados obtenidos
al realizar las pruebas de la capacidad antifingica de los recubrimientos conformados en
naranja Valencia (previamente lavadas y desinfectadas, seleccionadas por su estado de
madurez, pesadas y calibradas). Inicialmente, a las naranjas se les inoculd, los hongos P.
digitatum y P. italicum y pasadas 24 horas de esta accion se aplicé el recubrimiento
elaborado a partir de almidéon de yuca, modificado enziméaticamente, y 6xido de cinc
nanoparticulado ZnO-NPs, en diferentes diluciones [TZ9 y TZ12], en adelante la disposicion
y denominacion sera referida en lo mencionado en la metodologia numeral 2.6 para los dos
sistemas en estudio, que contenian los hongos P. digitatum y P. italicum, considerando los

mismos parametros indicados para los tratamientos.
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3.3.2.1 Prueba fungistatica: Se procedié a hacer una inspeccion fisica, cada 3 dias, de las
naranjas previamente acondicionas, tal como se indico en el numeral 3.3.2, identificando
aquellas que presentaban afeccién fangica (denominadas Py) y aquellas que no
presentaban la afeccidon (denominadas Aw). Realizdndoles un seguimiento por 15 dias, se
consideraron las naranjas con diferente afeccién fungica (ver figura 26 y 27), despreciando
el porcentaje de crecimiento del hongo en el fruto (parcial o total), y se les asigno el
correspondiente Pu. Una vez obtenidos los datos, se cuantificaron las denominaciones
estableciendo para Py un valor de 1y para Ay el de 0, de esta forma se procedié a elaborar
la figura 28 para establecer el porcentaje de inhibicion que presenté cada una de las

muestras analizadas.

Figura 26. Afeccién y evolucion fungica causada por el P. digitatum (superior) y el P. italicum

Para poder enunciar una propuesta de mecanismo de accién fungistatico, por parte del
recubrimiento, es necesario conocer cémo se da el desarrollo de la infecciéon en el fruto y
gué factores deberian considerarse; es necesario tener en cuenta que, por ejemplo, ambos
hongos producen enzimas hidroliticas, en su mayoria poligalacturonasas y celulasas,

responsables de la maceracion de los tejidos durante el desarrollo de la enfermedad.
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A medida que los hongos crecen desarrollan un micelio blanco, en el centro de la lesion, y
se expande radialmente. La esporulacion puede comenzar entre el tercer y quinto dia y
estaria condicionada por factores ambientales, como temperatura y humedad relativa,
formando una capa coloreada de textura velutinosa, de color verde oliva para el P. digitatum
y para el P. italicum, y la esporulacion es de color azul o verde azulado, rodeada de una

textura granular.

Figura 27. Seguimiento in vivo de actividad antifangica de P. digitatum. Réplica del dia 13.
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Diferentes estudios reportados indican que los compuestos volatiles, emitidos desde la

herida del tejido del huésped, juegan un papel importante en la patogenicidad
del P. digitatum y P. italicum (Caccioni et al., 1998; Droby et al., 2008). Otra informacion
importante a considerar es la composicion quimica de la cascara, especificamente de su

aceite donde el componente principal (Stashenko et al., 1996) es el monoterpeno limoneno
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(4-isopropenil-1-metilciclohexeno), presente en el flavedo, y que se encuentra entre el 60 y
95% de los componentes totales en los aceites volatiles; en menor concentracion se
encuentran otros monoterpenos, asi como aldehidos alifaticos, alcoholes, y ésteres. Un
estudio interesante fue el realizado por Ariza et al. (2002), ellos identificaron una serie de
sustancias producidas por los citricos que facilitarian la infeccion por hongos,
particularmente sesquiterpenos, como el valenceno, que junto con cantidades
relativamente pequefias de monoterpenos, como el limoneno, serian las fuentes principales
de los metabolitos volatiles liberados a la atmdsfera por las naranjas, sin dafio mecénico,
afectadas por P. digitatum. Durante la realizacién del seguimiento, y teniendo en cuenta la
figura 28, se observo el desarrollo miceliar de los hongos del género Penicillium en algunas
naranjas recubiertas con biopolimero, que contenia el tratamiento TZ9 y TZ12, a las 48
horas de iniciada la prueba (dia 1 de seguimiento). Este efecto pudo deberse, posiblemente,

a que previo el desarrollo del ensayo, ya presentaban la afeccion.

Figura 28. Porcentaje de inhibicion para los hongos del género Penicillium.
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Los porcentajes de inhibicion determinados para los diferentes tratamientos de los sistemas
de afeccion fungica, propiciados por el P. digitatum y el P. italicum, fueron, respectivamente:
25.93 % y 44.44 % (Testigo), 70.37 % y 55.55 % (tratamiento TZ0), 94,44 % y 96.30 %
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(tratamiento TZ9) y 94.44% y 93.60 % (tratamiento TZ12); estos resultados pueden deberse
a que el recubrimiento limité la liberacion de aceites esenciales presentes en la naranja, de
manera mas contundente para los tratamientos TZ9 y TZ12, afectando las reacciones

enzimaticas que hubiesen podido ocurrir.

3.3.2.2 Pérdida de peso. Esta valoracion se realiz6 haciendo registro diario del peso de
las naranjas obtenido en una balanza de mesa. Como se observa en las figuras 29 y 30,
todos los ejemplares tratados presentaron un incremento en la pérdida de peso durante la
evaluacion, siendo los “testigo” los de mayor pérdida. Dentro de los posibles factores que
pudieron incidir en el comportamiento de este parametro se encuentran: la respiraciéon como
medio de obtencién de energia, generando calor en el fruto y la afeccion flngica causada
por los hongos, lo que propicia una serie de reacciones catalizadas por enzimas, cuyo
aumento en la velocidad eleva la temperatura. En consecuencia, una vez que el fruto
comienza a calentarse, se estimula alin mas la respiracion y la generacién de calor (Q),
haciéndose mas dificil su control, y se favorece la evaporacién del agua que contiene la

naranja, ocasionando una disminucién en su peso.

El principal componente de la naranja es el agua (80%) y dado que en condiciones pos
cosecha ella sobrevive de sus propias reservas, por transpiracion la naranja continta
liberando vapor de agua, hacia la atmésfera por saturacion interna, pero a la misma
temperatura el aire circundante esta menos saturado, lo que propicia la salida de agua de
su interior. La pérdida de agua causa una disminucion significativa del peso y a medida que
transcurren los dias, disminuye la elasticidad del fruto perdiendo su turgencia y apariencia.
Para las naranjas correspondientes al “Testigo”, con afeccién fungica del P. digitatum, el
gran efecto de pérdida de peso se manifiesta a partir del dia 5 mientras que, para las
naranjas, con afeccion fangica del P. italicum, este efecto es evidente so6lo hasta el dia 12.
En las curvas de la figura 30 se observa que las menos pronunciadas, con caracteristicas
lineales, fueron las de los frutos recubiertos con los tratamientos TZ0, TZ9 y TZ12. La
presencia de estos recubrimientos, posiblemente debido a sus propiedades de barrera,
favorecieron y dieron preferencia al control de humedad, oxigeno y solutos del fruto

(Mosquera et al., 2010), propiciando una menor pérdida de peso.
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Figura 29. Pérdida de peso (%) en naranja con afeccion fungica P. digitatum considerando
los tratamientos que contenian 0 no ZnO-NPs.
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Figura 30. Pérdida de peso (%) en naranja con afeccién fangica P. italicum considerando
los tratamientos que contenian o0 no ZnO-NPs.
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A los resultados de la prueba de pérdida de peso de las naranjas que contenian los hongos
de interés, con y sin recubrimiento, se les realiz6 un andlisis estadistico ANOVA (Anexo D.)
encontrandose diferencias significancias (p<0,05), por lo que se rechazaron las hipotesis
nulas (Ho) planteadas y, en consecuencia, se aceptaron las hipotesis alternas (Ha). Este
resultado permitié concluir que la aplicaciéon del recubrimiento incidié sobre el parametro
“pérdida de peso” de las naranjas con afeccion fungica y que era de interés aplicar la prueba
de LDS de Fischer. Esto llevo a establecer dos grupos para cada sistema. En el sistema P.
digitatum el grupo A se conformo con los frutos sin recubrir (tratamiento “Testigo”) y el grupo
B con los frutos recubiertos que contenian los tratamientos TZ0, TZ9 y TZ12. De este
analisis se puede establecer que la aplicacién del recubrimiento, a las naranjas con afeccién
fungica, disminuyé significativamente la pérdida de peso de las mismas tal que para la
afeccion fungica causada por P. digitatum, el control (Testigo) presenté una pérdida del
52.39% de su peso inicial mientras que para los tratamientos con ZnO-NPs fueron del
20.45%, para TZO0, 21.38%, para TZ9 y del 18.58% para TZ12. Por ultimo, para el sistema
P. digitatum se realizé una prueba de comparaciones multiples para establecer si habia
diferencias significativas entre los tratamientos del grupo B. de este analisis se puede
concluir que no existen diferencias significativas entre ese grupo de datos, por lo tanto,
todos los tratamientos de ese grupo tienen el mismo efecto en la pérdida de peso. Este
comportamiento se puede justificar considerando que, probablemente, los recubrimientos
produjeron una atmosfera modificada interna que aislo al fruto del medio ambiente,

retardando el proceso de maduracién y senescencia. (Valencia et al., 2011).

Para el sistema con la afeccion fungica P. italicum los porcentajes de pérdida de peso
fueron: Testigo 31.24%, TZ0 22.21%, y para los tratamientos con ZnO-NPs TZ9 18.36% y
TZ12 13.85%. los grupos se establecieron asi: grupo A tratamientos (Testigo, TZ0y TZ9) y
grupo B tratamiento (TZ12) a través de este andlisis podemos concluir que hay suficiente

evidencia estadistica para afirmar que el mejor tratamiento es el TZ12.

En un segundo andlisis se buscé establecer si la incorporacién del hongo, por especie,
habia afectado la pérdida de peso en la naranja, como resultado se encontrd evidencia

estadistica con diferencia de significancia (p<0,05), esto indica que la naranja Valencia se
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ve mas afectada en el pardmetro pérdida de peso por el hongo P. digitatum que por el
hongo P. italicum, por otro lado la incorporacion de ZnO-NPs no tuvo un efecto significativo
en la pérdida de peso de la naranja para esta especie de hongo en particular, posiblemente
el almidon de yuca actu6é como barrera semipermeable frente al vapor de agua, resultado
similar al encontrado en otros estudios con relacion al efecto de los tratamientos respecto

a la muestra control (Achipiz, 2012; Zufiga y Ordofiez, 2013; Perdomo e Insuasty, 2015).

3.3.2.3 Tasa de respiraciéon (CO). Con relacion a los resultados de este ensayo, figura
31, para el sistema con afeccién fangica propiciada por el P. digitatum los tratamientos
realizados alcanzaron su pico climatérico en diferentes dias, desplazandose hacia mas dias
en el siguiente orden: Testigo dia 5, para TZ0 al dia 7, TZ9 dia 9 y para TZ12 en el dia 11.
Este desplazamiento, que ocurre para los diferentes tratamientos, pudo ocurrir por
diferentes causas, sin embargo, es necesario considerar que la naranja es un fruto no
climatérico, lo que implica que durante su maduracion y senescencia la tasa de respiracion
y niveles de produccién de etileno son bajos (Kader,1985), condicion que esta
estrechamente relacionada con el periodo de su recoleccion. Durante la respiracion de la
fruta se presenta pérdida de moléculas almacenadas que representan reservas de energia,
proceso que acelera su senescencia conforme estas se agotan; es por esto que la velocidad
de deterioro de las frutas es proporcional a la velocidad de respiracion (Alvarez, 2012). Al
comparar el tratamiento Testigo con el tratamiento TZ12 se presenta 7 dias de diferencia
en la aparicion del pico climatérico por lo tanto el tratamiento tiene un efecto en la madurez

del fruto.

Con la disminucion gradual de la tasa de respiracion, debido al inicio de la fase de
senescencia, no habria consumo de O- para convertirlo en CO- (Pineda, 2011). Como se
observa en la figura 31 la tasa respiratoria fue menor en los frutos con tratamiento “Testigo”
gue, en los frutos recubiertos, en los primeros cinco dias, posiblemente debido a un efecto
fungico que llevo a la limitacion en su actividad metabdlica (Palou, 2014). En cambio, en los
frutos recubiertos, se presentd un retraso en el desarrollo de la fase de agotamiento de las
reservas, accion que involucra una elevada actividad debido a los procesos fisiol6gicos de

transformacion (Kader, 1985).
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Figura 31. Curvas de tasa de respiracion, en funcién del tiempo, para naranjas con afeccion
fungica P. digitatum, evaluadas a los diferentes tratamientos.
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Para el sistema con afeccién fangica propiciada por el P. italicum (fig. 32.) se observa un
comportamiento diferente al que presento el sistema anterior. En él, una vez alcanzado el
pico climatérico se establece un “equilibrio” a la concentracion maxima alcanzada de % de
CO., excepto para el tratamiento TZ9. Esta condicién, propiciada por el recubrimiento,
probablemente se manifestd por la generacién de una atmdésfera modificada (Church y
Parsons, 1995), en el sistema (empaque, fruto, hongo), tal que el metabolismo del fruto se
autorregulé a las condiciones de concentracion de los compuestos volatiles y gases

presentes en cada uno de los sistemas y por eso el pico climatérico se present6 en ellos a
diferente dia.

A los resultados de tasa de respiracion para el sistema P. digitatum, se le realiz6 ANOVA
(Anexo E.) encontrandose diferencias significancias (p<0,05), por lo que se rechazo la
hipotesis nula (Ho) y, en consecuencia, se acepto la hipotesis alterna (Ha). Este resultado
permiti6 establecer que existen diferencias entre los tratamientos, debido a ello fue
necesario realizar la prueba de LDS de Fischer. De la prueba anterior se generaron dos
agrupaciones asi, grupo A conformado por tratamientos (Testigo y TZ0) y el grupo B con
los frutos recubiertos que contenian ZnO-NPs (TZ9 y TZ12).
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Figura 32. Curvas de tasa de respiracion, en funcién del tiempo, para naranjas con afeccion
fangica P. italicum, evaluadas a los diferentes tratamientos.
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Por otro lado, los resultados de tasa de respiracion para el sistema P. italicum, se analizaron
estadisticamente, encontrdndose diferencias significancias (p<0,05), por lo que se rechazo
la hipétesis nula (Ho) y, en consecuencia, se acepto la hipotesis alterna (Ha). Este resultado
permitio establecer que existen diferencias entre los tratamientos, debido a ello fue
necesario realizar la prueba de LDS de Fischer, donde se generaron dos agrupaciones asi,
grupo A conformado por (Testigo y TZ12) y el grupo B con los frutos recubiertos de los
tratamientos (TZ0 y TZ9). Es necesario precisar que, aunque la variabilidad de los datos
para el tratamiento TZ0 sea menor no necesariamente significa que sea el mejor tratamiento
debido a que para esa evaluacién especifica graficamente se puede observar un falso pico
climatérico al tercer dia de evaluacién, mientras que el tratamiento TZ9 presenta un pico
climatérico pronunciado al séptimo dia, el cual desciende y se mantiene constante a lo largo
del seguimiento. De los andlisis estadisticos anteriores se puede concluir que la aplicacion
del recubrimiento con ZnO-NPs, a las naranjas con afeccion fungica, incidi6 favorablemente
sobre el parametro de respiracion del fruto, debido al bajo contenido de oxigeno en el medio,
es posible que la ruta de respiracion del fruto se desplazara hacia vias anaerobias
(Hagenmaier, 2000).
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3.3.2.4 Firmeza. Este pardmetro esta relacionado con las propiedades mecénicas del fruto
(naranja en el presente caso) y fue medido en términos de la resistencia del fruto a la
penetracion. En la figura 33 se observa como la firmeza de las naranjas empleadas para
realizar el ensayo disminuyé6 con el transcurso del tiempo, encontrdndose un
comportamiento similar para los tratamientos con TZ9 y TZ12. Una de las principales
causas de la disminucion de la firmeza de la naranja es la pérdida de agua que produce,
ademas, la pérdida de peso y apariencia, siendo la zona ecuatorial una de las més
susceptibles y por lo tanto la zona de interés a considerar para determinar la accién

enzimatica de los hongos inoculados al fruto (P. digitatum y P. italicum) (Eckert et al., 1994).

Estos microorganismos generan ablandamiento en la corteza de la naranja, degradacion
de las pectinas y de la hemicelulosa presente en la pared celular, interviniendo, ademas,
procesos de hidrdlisis enzimatica y no enziméaticos, generando cambios de pH o fuerza
i6nica del medio que envuelve a la pared celular, que también es afectada por factores

como la temperatura, humedad relativa y condiciones de cosecha (Palou, 2014).

Estudios realizados a frutos citricos muestran una relacién directa entre la firmeza del fruto
y la pérdida de peso del mismo (Alvarez., 2012), siendo la deshidratacion la responsable
de la turgencia del fruto y, por lo tanto, de la pérdida de la firmeza. En las evaluaciones
realizadas a los frutos con afeccion fungica P. digitatum, se apreci6 que, después del cuarto
dia, hay un efecto lineal en el descenso de la firmeza para el “Testigo”. Una posible
manifestacion de pérdida de firmeza, en las naranjas, es la deshidratacion de las mismas
tal que en el tratamiento TZ0, ese dia, se present6 una significativa disminucion de este

parametro que se regulé y luego permanecio constante hasta el final del seguimiento.

Adicionalmente se realiz6 el analisis estadistico ANOVA a los resultados de la prueba de

firmeza realizada a las naranjas con afeccion fungica (Anexo F.).
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Figura 33. Curvas de firmeza, en funcién del tiempo para naranjas con afeccion fungica, sin
y con recubrimientos que contenian diferentes diluciones de ZnO-NPs.
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En estos estudios se encontraron diferencias significancias (p<0,05), por lo cual se rechazé
la hipétesis nula (Ho) planteada y, en consecuencia, se acepto la hipétesis alterna (Ha),
estableciéndose que la aplicacion del recubrimiento incidié sobre el parametro “firmeza de
las naranjas con afeccién fungica”, y justificé la aplicacion de la prueba de LDS de Fisher.
Esta gener6 tres grupos: el primero conformado por los frutos sin ningin tratamiento
(“Testigo”), el segundo por el tratamiento recubrimiento TZ0 y el tercero por los tratamientos
con ZnO-NPs (TZ9 y TZ12); los resultados del analisis indicaron que la aplicacion del
recubrimiento con ZnO-NPs, a los sistemas con diferente afeccién fungica, disminuyd
significativamente la pérdida de la firmeza en las naranjas, ya que a los frutos del control se
les aplicé una fuerza de 2.1 N y a los que fueron recubiertos con ZnO-NPs TZ9y TZ12 la
fuerza aplicada fue de 18.87 N y 19.36 N, respectivamente, estos resultados confirman la
posibilidad de que el recubrimiento actué como barrera ante el oxigeno, siendo este gas el
vector principal en la actividad enzimatica causante de la degradacion de las paredes
celulares de los hongos (Zapata, 2007). La incorporacion de ZnO-NPs en el recubrimiento
tuvo un efecto significativo sobre la pérdida de la firmeza. Para justificar el comportamiento
de este parametro es necesario considerar que la acciéon fungica de los hongos es la

principal responsable de la maceracion del tejido exterior de la naranja, ejerciendo sobre
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ella una elongacion exagerada y pérdida de la turgencia (Pérez y Krochta, 2000). Las ZnO-
NPs incorporadas al recubrimiento impidieron que este efecto se manifestara
drasticamente, favoreciendo las propiedades de barrera y ejerciendo un posible control en
las reacciones enzimaticas propias de los microorganismos (Sharma et al., 2010).

En un segundo andlisis LDS de Fisher, se buscO establecer si el factor evaluado
incorporacién del hongo por especie, afectaba la pérdida de la firmeza naranja

encontrandose que no habia suficiente evidencia estadistica.

3.3.2.5 Sélidos solubles totales (SST). Se encuentran constituidos, principalmente, de
azucares (80-85%). El acido citrico y otros acidos, sus sales, compuestos de nitrégeno y
otras sustancias solubles, como las vitaminas, constituyen la composicion restante de los
SST. Los SST representan 10-20% del peso del fruto. Durante el desarrollo experimental
de la prueba, se observé como este parametro aumentaba ligeramente en los tratamientos
evaluados en el tiempo (fig. 34.), para ambos sistemas. La unidad en que se enunciaron los
valores para este parametro fueron ° Brix, con respecto al tiempo (dias) de seguimiento; es
importante recordar que los ° Brix del zumo de naranja indica todos los sélidos solubles

existentes en el mismo y no, solamente, la medida de azlcares (Arévalo, 2013).

Como resultado del analisis estadistico ANOVA, realizado a los resultados del ensayo SST
en el sistema con afeccién flngica por los hongos del género Penicillium (Anexo G.), se
encontraron diferencias significativas (p<0.05), lo que llevé a rechazar la hipétesis nula (Ho)
y a aceptar la hipotesis alterna (Ha). Por ello se realiz6 la prueba LDS de Fischer, donde se
generaron tres grupos: el primero constituido por el tratamiento “Testigo”, el segundo por el
tratamiento TZ0 y el tercero por los tratamientos donde el recubrimiento contenia ZnO-NPs
TZ9y TZ12. Considerando los resultados de este analisis se concluy6 que la aplicacion del
recubrimiento incidié sobre la concentracion de SST presentes en la naranja. Esta
informacion es importante en la medida en que se posibilita la conservacion de factores
nutricionales tales como vitaminas, sales minerales, acidos organicos, etc., (Storey y

Treeby, 1999). Debido a los procesos normales de maduracion la division celular, produce
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dos mecanismos de diferenciacion celular independientes que estableceran las
caracteristicas especificas de cada tipo de célula y tejido (Schroder et al., 2004) que pueden
verse afectadas por la accién fangica de los hongos, es por ello que el fruto no recubierto
“Testigo”, pudo elevar la concentracion de los SST, y en consecuencia favorecen el
desarrollo excesivo de la maduracion, (WANI et al., 2012) algo no deseado desde el punto

de vista comercial.

Figura 34. Curvas de solidos solubles totales, en funcién del tiempo y agente flngico, para
las naranjas sin y con tratamientos.
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Teniendo en cuenta el parametro de tabla de color, de la norma NTC 4086, es importante
destacar que los frutos que fueron recubiertos con biopolimeros que contenian ZnO-NPs
presentaron 10.34 °Bx y 10.11 °Bx; tratamientos TZ9 y TZ12 respectivamente. El ANOVA
realizado al factor Hongo para el pardmetro de SST no presentd evidencia estadistica

suficiente para establecer diferencias significativas.
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3.3.2.6 Acidez titulable. La evaluacion de este pardmetro permite cuantificar el contenido
de acidez de la naranja, expresado como porcentaje de 4cido citrico. Los resultados de esta
prueba (fig. 35.) ponen en evidencia la disminucion del porcentaje de acidez de estos frutos
en el tiempo y se espera, normalmente, que esta pérdida de acidez se incremente después
de la cosecha del fruto. En esta prueba se observo, especificamente, como los tratamientos
TZ9 y TZ12, a partir de décimo dia, estabilizaron la pérdida de acidez en un 24%,
aproximadamente, para ambos sistemas. Cabe resaltar que la norma NTC 4086, en su tabla

de color, reporta porcentajes maximos de acidez que oscilan en valores de 1.3 - 1.1 %.

Figura 35. Seguimiento de la acidez titulable, en funcién del tiempo y agente fungico, de
naranjas sometidas a tratamientos con o sin ZnO-NPs.
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Se realizé el analisis estadistico ANOVA (Anexo H.) para estos resultados encontrandose
gue no existia suficiente evidencia estadistica que indicara que se presentaban diferencias
significativas para los factores tratamiento y hongo, por lo que se acepté la hipotesis nula
Ho: “Todos los tratamientos tienen el mismo efecto sobre el porcentaje de acido citrico de
la naranja”. por lo que no se puede indicar si el recubrimiento tiene o no efecto significativo
en la disminucion del % de acidez. Este resultado se puede justificar si se considera que,
posiblemente, el efecto del recubrimiento es solo a nivel superficial y la disminucion del %

acidez puede deberse también al fendbmeno conversion de acidos organicos a azucares,
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hidrolisis de polisacéridos con liberacién de azucares solubles, propias del metabolismo del

fruto (Togrul y Arslan, 2003) que ocurren, principalmente, al interior del fruto.

3.3.2.6 indice de madurez. Este parametro es una medida derivada que se calcula de los
datos obtenidos en las pruebas de SST y acidez titulable. Ya que este indicador quimico es
el resultado de la relacion de los dos parametros anteriores, al tomar los resultados
experimentales se observan diferencias apreciables de los tratamientos a partir del cuarto

dia (fig. 36.), los que se intensifican con el paso del tiempo.

Figura 36. Curvas de indice de madurez, en funcion del tiempo, para los tratamientos con
0 sin ZnO-NPs de naranjas con afeccion fungica del género Penicillium.
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Tras el andlisis estadistico ANOVA realizado a los datos obtenidos de este ensayo, para
los sistemas con afeccion fungica del género Penicillium (Anexo 1.), se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) para el parametro tratamiento, lo que llevé a rechazar la
hipotesis nula (Ho) y a aceptar la hipétesis alterna (Ha). Esto motivo la realizacion de la
prueba LDS de Fisher, donde se generaron tres grupos: el primer compuesto por los

tratamientos “Testigo”, el segundo por el tratamiento TZO0 y tercero por los tratamientos TZ9
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y TZ12. Con base en los resultados obtenidos de esta prueba se concluyé que la aplicacién
del recubrimiento, con incorporacién de ZnO-NPs, incidi6 sobre el indice de madurez de la
naranja. Esto se podria justificar considerando que la conservacion de solidos solubles, en
este caso, fue contralada en mayor proporcion que para los otros sistemas; de igual forma,
la disminucion del % de acidez no fue tan significativa a pesar de que el recubrimiento no
tuvo un efecto representativo en esta disminucion. El andlisis estadistico para el factor
hongo, para los sistemas con afeccién fungica del género Penicillium no arrojaron suficiente
evidencia estadistica debido que no hay diferencias significativas entre los datos

analizados.

3.3.2.7 Potencial de hidrégeno (pH). Esta valoracion se realiz6 tomando una alicuota del
zumo de la pulpa del fruto y luego, haciendo uso de un pHmetro, se registro la lectura de
este parametro. Como se observa en la figura 37, los sistemas presentaron valores
descendentes entre los dias 7 y 10, valores bastante desviados de los registrados para los
tratamientos, con excepcién del tratamiento TZ12, que presenta un comportamiento con

una tendencia.

De acuerdo al analisis estadistico ANOVA realizado a los resultados anteriormente
indicados, para el sistema P. digitatum (Anexo J.) No se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) lo que llevé a rechazar la hip6tesis nula (Ho) y a aceptar la hipétesis
alterna (Ha), y a realizar la prueba LDS Fischer. En esta prueba se generd un solo grupo
para los factores tratamientos y hongo. Los resultados mostraron que para los tratamientos
propuestos no se presentaron efectos sobre el pH del fruto, posiblemente, la regulacion de
procesos bioquimicos de maduracién seria favorecida por las condiciones de andlisis para

este parametro (Prusky et al., 2004).

Una posible causa que pudo haber afectado el seguimiento del pH esta relacionada con el

instrumento de medida, el cual debié cambiarse al dia 10 del seguimiento y debido a que
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esta prueba especificamente es destructiva no pudieron corroborarse los datos del dia 7

que presentan una incertidumbre significativa.

Figura 37. Curvas de pH en funcién del tiempo de naranjas del sistema con afeccién fungica,
sometidas a tratamiento sin y con ZnO-NPs.
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4. CONCLUSIONES

A través de la modificacién del método de sintesis, garantizando su reproducibilidad y
empleando un menor tiempo se logré obtener nanoparticulas de ZnO, de tamafio menor a
100 nm, con morfologia esferoidal, estructura cristalina tipo wurzita, y con un valor gap de
3.27 eV, alcanzando menor pérdida de 6xido con respecto al MPC, considerando las

potenciales aplicaciones tecnolégicas del ZnO.

Las nanoparticulas de ZnO sintetizadas presentaron actividad antifingica sobre los hongos
Penicillium digitatum y Penicillium italicum, para todos los tratamientos evaluados, siendo

los tratamientos TZ9 y TZ12, los mas eficientes en el control del crecimiento micelial.

Se obtuvo un recubrimiento con propiedades antifingicas y de barrera, debido a la
incorporacién de ZnO-NPs, especificamente, en los tratamientos TZ9 y TZ12, aportando
proteccion contra los hongos Penicillium digitatum y Penicillium italicum, y favoreciendo la

conservacion del peso, firmeza y la regulacion de la respiracion de la naranja Valencia.

El periodo de actividad antifangica del recubrimiento natural de almidon de yuca modificado
con incorporacion de ZnO-NPs de los tratamientos TZ9 Y TZ12 en condiciones de gondola
para naranja Valencia (Citrus sinensis) es de 15 dias en los hongos Penicillium digitatum y

Penicillium italicum.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar el estudio en condiciones pos cosecha en frutos citricos sin la afeccion fungica y
evaluar el comportamiento fisico-quimico de las variables evaluadas, empleando el

recubrimiento con la incorporacién de las nanoparticulas de ZnO

Elaborar una metodologia que permita evaluar la capacidad antifingica del material pre-
calcinado, considerando su posible incorporacién en la matriz polimérica y efectuar los

estudios faltantes de caracterizacién como posible nanomaterial.

Implementar metodologias de “sintesis verde” para elaborar nuevos recubrimientos que
puedan ser evaluados en productos hortofruticolas, especificamente sobre los parametros

de calidad microbiolégica y fisico-quimica.

Identificar las causas de las zonas inhibitorias generadas por los hongos objeto de estudio

antifingico con ZnO en los tratamientos in vitro.

Realizar estudios que permitan evaluar otras variables como toxicidad del 6xido de cinc,
biodegradabilidad, contenido de vitamina C, migracion del agente antifingico al fruto,

condiciones de almacenamiento.
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ANEXOS
ANEXO A.

Datos promedios obtenidos durante los seguimientos in vitro e in vivo de las variables de
respuesta. (Tto = Tratamiento)

Cuadro 1. Seguimiento del area crecimiento del hongo P. digitatum en cm?

Dia\Tto Teslt'go Teszt'go Tes?’“go T23-1| 7232 | T23-3 | T26-1 | T26-2 | T26-3 | TZ29-1 | T20-2 | T29-3 |TZ12-1|TZ12-2|TZ12-3
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0.88 0.358] 0.729] 0.522|] 0.109] 0.293 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3| 3.997] 3.335] 3651 0937 0694 0706] 0608] 0817 0382] 0561 0476] 0524 0599 0415 0371
4( 7.093 9.327| 7.517 2.029 1.604 1.498 1.15 1.571 1.049 1.154| 0.983 1.15 0.941 0.713 0.646
5 8.391 13.1| 10.746 2.777 2.32 2.044 1.706 2.442 1.732 1.776 1.724 1.739 1.458 1.245 1.293
6 9.496| 16.071| 12.784 3.2 2.687 2.309 2.016] 2.946| 2.141 2.221 2.113 2.197 1.615 1.538 1.556
7| 10.164| 20.397| 15.281| 3.418 3.014| 2.417 2.178] 3.183 2.298| 2.532 2.361 2.496 1.846 1.791 1.812
8| 13.949| 23.553| 18.751| 3.667 3.327 2.641 2.291 3.223 2.546| 2.812 2.556| 2.794| 2.012 1.944 1.951
9| 20.818| 27.402 24.11| 4.041 3.727 3.013 2.603 3.912 2.892 3.281 2.902 3.189| 2.422 2.362| 2.428
10| 32.242] 39.032] 35.093| 4395 3.992| 3.326] 3.011 426 3207 3696 3.256| 3493 2.728] 2.69%| 2739
11| 35.757| 42.692| 39.589 5.112| 4.346| 4.135 3.533 5.04 3.878 4.29 3.974] 4.098| 3.271 3.108| 3.304
12| 37.23| a4.841] 42.133] 5855 4.869] 4586 381 5652 4446 4782 4442 4536] 3.816] 3.795 3.966

Cuadro 2. Seguimiento del area crecimiento del hongo P. italicum en cm?

Testigo| Testigo| Testigo
1 2 3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.905| 0.832[ 0.908| 0.388 0.348| 0.396| 0.209| 0.287| 0.177 0 0 0 0 0 0
3.621| 3.335| 3.651| 1.062| 0.902| 0.975| 0.817| 0.935| 0.79| 0.658| 0.629| 0.557| 0.449| 0.408| 0.452
4514| 4.471| 4.619( 2.104| 1.918 1.97] 1571| 1.633] 1.362| 1.309| 1.286| 1.287| 0.823| 0.797 0.839
6.817| 6.765| 6.928| 3.272| 2.993| 3.133| 2.246| 2.409 2.152| 2.003| 1.998| 1.993| 1.365| 1.312| 1.38
9.479| 9.37| 9.504| 4.326] 4.181| 4.297| 3.223| 3.48| 3.167| 2.884| 2.833| 2.832| 1.866| 1.85| 1.883
13.568| 14.012| 14.16| 7.557| 7.009| 7.436| 5.364| 5.612 5.232| 3.876| 3.813| 3.815| 2.422| 2.409| 2.431
20.64| 20.397| 21.074| 11.065| 10.624| 10.901| 7.693| 8.164| 7.587| 5.074| 4.905| 4.911 2.928| 2.911| 2.952
28.403| 28.578| 29.982| 15.872| 15.267| 15.672| 10.415| 11.272| 10.327| 6.893| 6.469| 6.504| 4.029 4.017 4.1
32.717| 32.606| 32.778| 19.251| 18.933| 19.014| 15.147| 15.795| 15.041| 8.154| 7.805| 7.892| 5.206 5.199| 5.284
35.011| 34.943| 35.047| 21.387| 21.036| 21.274| 16.84| 17.763| 16.747 9.392| 9.109| 9.126| 6.197| 6.191] 6.269
37.639| 37.57| 37.706| 23.179| 23.012| 23.101| 18.157| 19.165| 18.054| 10.734| 10.425| 10.442| 7.153| 7.148| 7.223

Dia\Tto TZ3-1 | TZ3-2 | TZ3-3 | TZ6-1 | TZ6-2 | TZ6-3 | TZ9-1 | TZ9-2 | TZ9-3 |TZ12-1|TZ12-2(TZ12-3
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Cuadro 3. Seguimiento del % pérdida de peso de la naranja con afeccién flngica por
Penicillium digitatum.

. Testigo[Testigo|Testigo| TZ0-1 | T 2| TZ0-3| TZ9-1| TZ9-2| TZ9-3| TZ12-1| TZ12-2| TZ12-3
Dia\Tto 1 2 3
1 1.74 3.56 2.29 2.87 2.49 1.89 2.23 2.84 2.27 2.19 4 2.3
2 4.44 5.64 4.04 4.39 5.41 5.15 4.71 5.57 4.19 4.57 6.46 4.7
3 5.77 7.01 5.19 5.97 6.96 7.05 6.24 7.16 5.76 6.15 8.07 6.14
4 7.65 8.99 6.93 8.26 9.28 9.84 8.37 9.97 7.87 8.21 10.36 8.26
5 8.68| 11.13 8.74 9.37| 10.54| 11.17 9.49| 10.77 8.92 9.3 11.54 9.34
6 10.27| 14.86| 11.93| 10.25| 11.55| 12.16| 10.44| 11.75 9.97 10.29 12.63 10.43
7| 16.53| 19.91| 13.16( 11.03| 12.47( 13.19( 11.36 129 10.74 11.05 13.53 11.19
8| 18.86| 23.63| 1895 11.79 13.43 14.4] 12.47] 13.52( 11.49 11.76 14.27 11.92
9 22.2( 29.45| 25.85( 12.63| 14.46| 15.19| 13.56| 14.15| 12.32 12.72 15.09 12.76
10( 28.99| 36.17( 33.19| 14.25 15.84 16.5| 16.48| 15.04 13.73 13.26 16.34 14.18
11| 33.78| 40.04| 37.46| 14.47| 16.49| 17.67| 18.05| 16.06| 14.13 14.38 17.2 14.75
12 37.97| 44.34| 42.64| 15.33| 17.43| 18.86| 20.76| 16.76| 14.95 15.23 18.11 15.62
13| 44.55 50.1| 49.22| 16.58 18.88( 20.64( 24.73 17.71] 15.75 16.16 19.09 16.35
14| 48.22| 54.13| 54.82| 18.01| 2052 22.83| 28.19| 18.78| 17.16 17.72 20.74 17.29

Cuadro 4. Seguimiento del

Penicillium italicum.

% pérdida de peso de

la naranja con afeccién fungica por

. Testigo|Testigo|Testigo| T T TO3|T 1({T92(T93|T 21| T 12 T 123
Dia\Tto

1 2.50 1.62 1.59 3.05 2.27 3.18 1.95 2.93 2.06 1.35 1.90 1.96

2 4.03 3.03 2.87 5.44 5.35 6.09 5.64 3.73 3.73 3.07 3.38 3.43

3 5.10 4.00 4.17 7.97 7.37 7.93 7.05 6.00 5.97 4.23 4.39 491

4 6.64 5.54 6.08| 10.36] 10.06/ 10.63 9.07 8.13 8.25 5.99 5.88 6.15

5 7.41 6.28 7.03| 11.54| 11.46] 11.97| 10.11 9.17 9.40 6.84 6.72 7.08

6 8.15 7.05 7.94| 12.68| 12.68| 13.05/ 11.05/ 10.16| 10.44 7.59 7.48 7.79

7 9.31 8.65 8.13| 13.41| 13.49| 14.01] 1191} 11.03|] 11.37 8.29 8.20 8.53

8| 10.72| 11.01| 10.73| 14.22( 14.81| 15.13( 12.68| 12.01] 12.13 8.96 8.86 9.00

9| 12.52| 13.71| 12.77| 15.96| 15.52( 16.11f 13.56| 12.66| 13.05 9.64 9.54 9.70

10| 13.70| 14.02| 14.99| 16.34| 17.84| 18.04| 14.71| 13.16| 14.07 10.71 10.62 10.65
11| 14.95| 15.38| 16.11| 17.72| 18.80| 18.74| 15.29| 14.63| 15.11 11.19 11.23 11.62
12| 16.02] 17.12 18.09| 18.88| 19.30[ 19.85| 16.24| 15.84| 15.95 11.94 12.12 12.57
13| 20.45| 22.05| 31.59| 19.37| 20.13| 21.11 17.22 17.45| 16.87 12.64 12.78 13.23
14 27.26] 29.93| 36.54| 2198 21.70| 22.96| 18.48| 18.79| 17.81 13.57 13.79 14.20
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Cuadro 5. Seguimiento de la tasa de respiracion de la naranja con afeccion fungica por
Penicillium digitatum en % mgCO, / Kg h

. Testigo[Testigo[Testigo| T T TO3|T 1(T92|T93|T 21|T 12 T 123
Dia\Tto
1 32| 279 32| 229 232 229 17.8 17.9 17.9 13.2 13.1 13.2
3| 699 69.7 67| 62.2| 622 625 43.1] 429 431 35.8 35.7 35.5
5 86.2] 86.9 86.3 83.2 83| 817 64.1 60.9 60.9 44.7 44.9 44.9
7| 826 816 81.6] 848 849 848 685 68.9 68.4 50 50.2 50
9| 39.1 385 381 733 73.6| 73.6] 80.1| 80.2 79.1 60.4 60.4 60.3
11| 399 39.2 40| 69.3 67.7| 66.8] 62.3 62.7| 62.9 62.1 61.9 62.2
13| 423 4238 423 57.8/ 58.1| 56.7] 429 43| 431 55.1 54.9 54.8
15| 394 40| 39.4| 476 47.7| 476 30.6 305 30.2 42.1 44.6 44

Cuadro 6. Seguimiento de la tasa de respiracion de la naranja con afeccion fangica por
Penicillium italicum en % mgCO2 / Kg h

. Testigo[Testigo|Testigo| T T TO3|T 1({T92|T93| T 21T 12 T 123
Dia\Tto

1 19.6 19.6 19.7 15.3 15.4 15.3 18.8 18.9 19 13.9 13.9 14

3 47.7 47.7 47.7 30.7 30.4 33.5 33.2 29.5 33.1 36.5 36.6 36.5

5 55.9 55.7 55.9 21.5 21.7 21.4 7.6 7 6.6 51.5 56.3 56.3

7 55.5 55.5 55.4 18.4 18.7 18.7 67.6 67.3 67.6 67.4 67.4 67.4

9 54 53.9 53.8 24.8 24.5 24.1 10.1 9.1 8.9 71.9 72.5 72.2

11 47.5 47.2 47.1 27.3 27.5 27.4 10.7 10.1 9.8 70.6 70.8 70.8

13 49 49 49.2 29.2 29.3 28.6 9.4 9.4 9.2 70.4 70.6 70.5

15 51.6 51.4 51.1 30.1 28.9 29.4 13.1 12.9 13 64.7 64.8 64.8

Cuadro 7. Seguimiento de los sélidos solubles totales de la naranja con afeccién fungica
por Penicillium digitatum en ° Bx

Dia\Tto Testigo|Testigo[Testigo T T TO3(T 1| T92|T93|T 21|T 12 T 123
1] 947 933] 9.13] 9.07[ 9.17] 9.17 91| 9.13[ 9.03 9 8.83 8.93

4| 10.57) 10.57| 10.63[ 10.03 10 9.9] 957 9.57] 9.63 9.07 8.97 8.97

7] 11.1] 11.1] 11.07] 10.33| 10.27| 10.33] 9.83 9.8 9.83 9.47 9.4 9.47

10| 11.67| 11.63| 11.67| 10.43| 10.47| 10.47| 10.07{ 9.93| 10.03 9.67 9.67 9.7

13| 12.27| 1247 12.1] 10.67| 10.6| 10.63| 10.17{ 10.17| 10.17 9.97 9.97 9.97

16| 13.37| 13.67| 13.47] 10.9] 10.9| 10.83] 10.33] 10.33] 10.37 10.07 10.13] 10.13
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Cuadro 8. Seguimiento de los sélidos solubles totales de la naranja con afeccion flngica
por Penicillium italicum en ° Bx

Dia\Tto Testigo|Testigo[Testigo| T T TO3(T 1|T92({T93|T 21T 12 T 123
1| 9.53] 9.63 9.6 9.23] 9.07] 9.33 8.7] 8.83] 8.87 8.4 8.43 8.63

4| 10.43| 10.47| 10.47| 9.93| 10.03 99| 9,53 9.53 9.5 8.93 9.2 9.07

7] 11.17] 11.2| 11.23] 10.17| 10.23| 10.33] 9.83] 9.73] 9.87 9.57 9.47 9.57

10| 11.53] 11.6] 11.6] 10.63] 10.57 10.6] 9.93] 9.97 10 9.73 9.77 9.9

13| 11.97] 12.2] 11.9| 10.77| 10.77{ 10.8| 10.07| 10.07| 10.03 9.97 9.97 9.97

16| 12.6] 12.7 13| 10.93| 10.87| 10.9] 10.33] 10.33| 10.33] 10.13] 10.13 10.1

Cuadro 9. Seguimiento de la acidez titulable de la naranja con afeccion fangica por
Penicillium digitatum en % de &cido citrico.

DE\Tto Testigo[Testigo|Testigo| T T TO3|T 1({T92(T93|T 21(T12 |T 123
1] 128 1.34| 111] 123 119 1.17[ 125/ 1.21] 118 1.32 1.12 1.21

4/ 105/ 093 097 102 1.03] 1a17] 102 115 118 1.19 1.08 1.03

7| 084 0.83] 0.87| 0.86] 0.95 09| 103 0.99 1.03 1.03 1.01 1.01

10/ 0.81] 0.79] 0.86] 081 0.86] 0.86] 1.03] 0.88 0.93 0.92 0.97 0.97

13| 0.81| 0.76] 0.84 076 0.89] 0.86] 0.97] 0.96] 0.92 0.97 0.94 0.97

16| 0.77] 0.74] 0.79] 0.79] 0.87 0.84 0.92 0.9 0.9 0.9 0.97 0.9

Cuadro 10. Seguimiento de la acidez titulable de la naranja con afeccion fungica por
Penicillium italicum en % de &cido citrico.

Dia\Tto Testigo[Testigo(Testigo T T TO3(T 1({T92|TO93| T 21T 12 T 123
1] 132 1.36] 1.22] 125 1.22] 132 11| 123 1.14 1.28 1.25 1.2

4 1.23] 092 114 1.12] 132 1.1 1] 121 1.1 1.12 1.12 1.14

7] 0.96 0.9 0.9 09 088 092 1.06] 114 0.99 1.03 1.02 1.08

10/ 086/ 082 0.81] 081 0.84] 084 087/ 101 0.85 0.88 0.91 0.92

13| 082 087 0.78] 0.86] 0.91] 0.91] 094 0.99 0.87 0.94 0.92 0.91

16| 0.77] 084 0.79] 0.87] 0.89] 0.88 092 0.91] 0.88 0.91 0.92 0.9

Cuadro 11. Seguimiento del indice de madurez de
Penicillium digitatum en °Bx / % de &cido citrico.

la naranja con afeccion fungica por

Dia\Tto Testigo[Testigo[Testigo[ T T TO3|T 1({T92|T93|T 21|T 12 T 123
1| 7.19] 6.96 82| 736 772 7.82| 7.26] 755 7.65 6.82 7.88 7.39

4| 10.08| 11.35] 10.99| 9.85| 9.68| 8.44| 9.39| 831 8.16 7.59 8.32 8.68

7| 13.17] 13.4| 12.69| 12.05| 10.77| 11.46] 9.58 99| 951 9.16 9.29 9.36

10| 14.34| 14.69| 136 12.82| 12.2| 12.2| 9.81] 11.29| 10.78] 10.47 9.92| 10.02

13| 15.18| 16.43| 14.39| 14.06] 119 12.4| 10.45| 10.63| 11.05| 10.24 10.6] 10.24

16| 17.4| 18.41| 16.97( 13.73] 12,52 12.82| 11.21] 11.53] 11.57] 11.24| 1042 1131
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Cuadro 12. Seguimiento del indice de madurez de la naranja con afeccion fangica por
Penicillium italicum en °Bx / % de acido citrico.

, et
D@E\Tto Tes1t|goTest|go estigo| T T TO3|T 1|T92(T93|T 21|T 12 T 123
1l 7.23 71| 7.89 741 741 707 791 717 7.75 6.59 6.73 7.18
4| 847 11.33| 9.15| 8.86 7.6 o| 949 7.88 864 7.97 8.2 7.93
7| 11.63| 12.42| 12.46| 11.28| 11.63| 11.19] 9.32| 851 9.97 9.26 9.29 8.88
10| 13.45| 14.13| 14.26| 13.07| 12.64| 1257 11.39| 9.85| 11.76] 11.07| 10.68| 10.72
13| 14.51| 13.96| 15.35| 12.55| 11.87| 11.91| 10.71| 10.17| 11.48 10.6/ 10.79| 10.99
16| 16.41| 15.03| 16.38| 12.56| 12.24| 12.4| 11.21| 11.32| 11.74 11.1 11| 11.22
Cuadro 13. Seguimiento del pH de la naranja con afeccion fangica por P. digitatum.
Dia\Tto Testigo[Testigo|Testigo| T T TO3|T 1|T92|T93| T 21|T 12 T 123
1| 343 273 277 2.4 2.2 2.5 2.3 2.3 2.4 2.43 2.53 2.97
4| 3.43| 353 353 3.17| 3.23] 3.07] 323 303 3.03 3.2 3.1 3.07
71 3.77 34| 327 353 3.1 29| 333 323 3.27 3.27 3.27 3.13
10| 3.33 35/ 297 317 3.13 32| 313 317/ 3.17 3.27 3.03 3.23
13| 345 3.65| 377 3.22| 343] 337/ 329 331 332 3.37 3.34 3.21
16| 3.65| 356 359 3.08 35| 352 323 339 344 3.38 3.16 3.19
Cuadro 14. Seguimiento del pH de la naranja con afeccion fuangica por P. italicum.
. oSt
Dia\TtoTestlgoTestlgo estigo| T T TO3|T 1(T92(T93|T 21T 12 |T 123
1| 297 3.03] 3.07] 293 313 283 3.07| 337 3.07 3.1 3.2 3.07
4 3.1 327 327 3.4 2097 3| 2.97 29| 2097 3.13 2.9 3.03
7| 297 303 307/ 293 3.13] 2.83] 333 333 363 3.27 3.1 3.1
10| 3.17| 3.62| 347 3.48| 3.72| 334 326/ 3.35 3 3.38 3.18 3.34
13| 354 359 318 325 3.28/ 345 324 3.14| 3.37 3.26 3.19 3.19
16| 3.35| 329 351 3.38| 3.26/ 4.08) 331 343 3.19 3.25 3.44 3.24

Cuadro 15. Seguimiento de la firmeza de la naranja con afeccion fungica por P. digitatum

enN
Dia\Tto Testigo[Testigo|Testigo| T T TO3|T 1|T92(T93|T 21|T 12 T 123
1 17.83| 17.82| 16.98| 24.65| 20.54| 21.87| 25.77| 24.42| 25.40{ 25.06] 26.71| 26.54
4| 16.37| 15.00| 16.92] 22.01| 19.39| 22.03| 24.74| 25.70| 22.96| 21.84| 22.70| 22.73
7| 10.59| 10.28| 8.91| 18.31| 13.20| 14.63| 22.46| 23.90| 23.06] 19.11] 23.35| 23.64
10| 2.32| 3.11| 252 12.03] 15.81| 17.82] 19.76] 24.18| 20.18[ 21.33] 21.02 21.37
13| 205 144 1.68] 16.59| 16.35| 13.83] 18.76] 22.15| 19.61f 21.87] 21.05 19.61
16| 0.63] 1.33] 1.43| 15.70| 14.62] 9.53] 21.91 19.69] 19.53| 17.53] 2191 20.64
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Cuadro 16. Seguimiento de la firmeza de la naranja con afeccion fungica por P. italicum en
N

Dl,a\_l_toTestlgoTestlgoTestlgo T T TO3|T 1|T92|T93| T 21| T 12 T 123

1| 19.88] 17.01] 19.97] 19.94 19.13| 20.50| 23.54| 23.51| 23.57| 25.35| 25.22| 25.93
4| 15.51) 16.16] 18.55| 15.97| 17.89| 18.59| 20.84| 21.19] 20.96| 22.64] 2435 21.25
7] 11.51] 8.83] 10.16] 15.66| 16.62| 17.70| 19.45| 19.46] 20.76] 21.38] 20.66) 2191
10 9.16] 7.89| 11.03| 13.18| 15.66| 13.97| 19.82[ 19.54| 18.78] 20.19] 20.00[ 19.84
13| 6.24] 5.07 5.90| 12.60] 14.40| 11.76] 18.65| 18.51| 18.13 19.60 19.25| 19.42
16| 3.53| 298] 2.71] 11.46] 13.19| 13.54| 17.90| 16.48| 17.75 17.99 19.14| 18.96
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AN

EXO B.

Viabilidad para los hongos del género Penicillium

Cuadro 1. Conteo de esporas en camara Neubauer para los hongos del género Penicillium
aislados de la naranja

Lectura en camara -
MUESTRA Submuestra > X 4]
1 2 3 4 5 6
Cadigo: MJP-01 6 9 13 7 5 12 9 55| 9.17] 2.99
Dilucién: 1x1072 10 14 5 7 6 9 9 50| 8.33] 3.20
Volumen: 500 mL 15 8 12 6 7 7 14 54| 9.00] 3.22
Origen: ____INaranja valencia (Citrus sinensis ) —{ [le/mL= | 883x10%x 1x10° = 8.83x10° e/mL + 2.98x10° e/mL | 8.83| 2.98
Localizacion:  |Plaza de mercado Barrio Bolivar (Popayan)
Hongo o Cepa: |Penicillium digitatum Observaciones:
Fecha: 01/03/2016
Cadigo: MJP-02 7 8 7 12 13 6 7 53| 8.83] 2.93
Dilucion: 1x10° 12 9 10 8 12 6 13 58| 9.67| 2.58
Volumen: 500 mL 19 11 9 10 6 7 8 51| 8.50| 1.87
Origen: _____{Naranja valencia (Citrus sinensis ) [le/mL= | 9.00x10? x 1x10* = 9.00x10° e/mL + 2.40x10° e/mL | 9.00| 2.40
Localizacién: _|Finca "El Porvenir" (Timbio Cauca)
Hongo o Cepa: |Penicillium italicum Observaciones:
Fecha: 11/04/2016
Cuadro 2. Viabilidad del hongo en conteo en placa
Nimero de esporas observadas por submuestra TOTAL
MUESTRA Submuestra 1 2 3 4 5 %G 9
G NG |G ING |G NG [G [NG |G |NG [G [NG |G+NG
Cadigo: MJP-01 8 98 8] 116 3| 152 2[119 3[103 71588] 23 611) 96.24
Dilucién: 1x1072 13 94 9| 96 7] 103 8[ 95| 15[ 93 8] 481| 47 528[91.10
Volumen: 500 mL 18 104 2|106) 5| 99| 4107 6 97 10{513] 27 540] 95.00
Origen: Naranja valencia (Citrus sinensis) % G = % G = [+C16(G + NG)/G] 94.11
Localizacion: _ |Plaza de mercado Barrio Bolivar (Popayan)
Hongo o Cepa: |Penicillium digitatum Obsenvaciones:
Fecha: 04/03/2016
Cadigo: MJP-02 6 102 6/102] 0] 95| 7|116] 3[106( 5(521] 21 542] 96.13
Dilucién: 1x10° 11 96| 5[113[ 6] 97| 8| 99 7[102] 4]|507| 30 537] 94.41
Volumen: 500 mL 17 105| 8|106] 2| 96| 7]103| 6 91 12|501] 35 536/ 93.47
Origep: : N_aranja vaIencia»(Citrus sjnensis) %G = % G = [+C16(G + NG)/G] 94.67
Localizacion: _|Finca "El Ponenir" (Timbio Cauca)
Hongo o Cepa: |Penicillium italicum Observaciones:
Fecha: 14/04/2016
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ANEXO C.

Andlisis de estadistico de la actividad antifangica del ZnO-NPs in vitro.

Cuadro 1. ANOVA para la actividad antifangica del ZnO-NPs in vitro P. digitatum.

Fuente GL | SC Sec. SC Ajust. |MC Ajust. |F P
Bloques 2 32.34 32.34 16.17 8.97 0
Tratamiento 4 6817.55| 6817.55| 1704.39| 944.94 0
Tiempo 11 2767.03| 2767.03 251.55| 139.46 0
Tratamiento*Tiempo | 44 4643.75| 4643.75 105.54 58.51 0
Error 118 212.84 212.84 1.8

Total 179 14473.52

Cuadro 4. Diferencias entre las medias de un factor para establecer los tratamientos con
mejor actividad antifangica para P. digitatum, utilizando el método LDS Fischer

Tratamiento | N | Media | Desv. stand. | Agrupacion
Testigo 36]17.539 14.49 A

TZ3 36 2.6 1.627 B
TZ6 36| 2.237 1.554 B
TZ9 36| 217 15 B
TZ12 36| 1.677 1.207 B

Cuadro 3. ANOVA para la actividad antifiingica del ZnO-NPs in vitro P. italicum.

Fuente GL |SC Sec. SC Ajust. | MC Ajust. |F P
Blogues 2 0 0 0 0.05| 0.95
Tratamiento 4 4020.58| 4020.58| 1005.15| 20691.49 0
Tiempo 11 8419.94| 8419.94 765.45| 15757.21 0
Tratamiento*Tiempo | 44 2860.98| 2860.98 65.02 1338.52 0
Error 118 5.73 5.73 0.05

Total 179| 15307.24

Cuadro 4. Diferencias entre las medias de un factor para establecer los tratamientos con
mejor actividad antifangica para P. italicum, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento [N | Media |Desv.stand.| Agrupacion
Testigo 36| 16.182 13.738 | A

TZ3 36| 8.996 8.411 B

TZ6 36| 6.912 6.672 B C
TZ29 36| 4.156 3.576 C D
TZ12 36| 2.708 2.388 D
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ANEXO D.

Andlisis de estadistico de la pérdida de peso, en naranjas con afeccién fungica causada por
P. digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA PERDIDA DE PESO DE LAS NARANJAS CON
AFECCION FUNGICA CAUSADA POR P. digitatum

HIPOTESIS

Ho: “La aplicacion del recubrimiento no incide sobre la pérdida de peso de la naranja”.

Ha: “La aplicacion del recubrimiento incide sobre la pérdida de peso de la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para la pérdida de peso sistema P. digitatum.

Source DF Seq SS Adj SS AdjMS | F P
Blocks 2 100.07 100.07 50.03 | 15.22 |0
Tratamiento 3 3550.49 | 3550.49 | 1183.50 | 360.04 | O
Tiempo 13 9965.39 | 9965.39 | 766.57 | 233.20 | O
Tratamiento*Tiempo 39 4384.86 | 4384.86 11243 | 34.20 |0
Error 110 361.58 361.58 3.29

Total 167 | 18362.39

S=1.81304 R-cuad.=98.03% R-cuad. (ajustado)=97.01%

Cuadro 2. Diferencias entre las medias de un factor para la pérdida de peso sistema
P. digitatum, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento | N | Media | Agrupacion
Testigo 42|22.691| A

TZ0 42112.321 B
TZ9 42112.126 B
TZ12 42111.801 B

Nivel de confianza individual = 98.97% Nivel de confianza simultanea = 79.81%
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Cuadro 3. ANOVA de un factor entre las medias de la pérdida de peso sistema P. digitatum,
para determinar si difieren significativamente utilizando el método de comparaciones
multiples.

Tratamiento |N | Media |Desv.Stand |IC individual 95%

TZ0 42]12.321 5.24|  (10.687,13955)
TZ9 42]12.126 5.71|  (10.347,13906)
TZ12 42]11.801 4.67| (10.344,13.259)

2. ANALISIS DE VARIANZA PARA PERDIDA DE PESO DE LAS NARANJAS CON
AFECCION FUNGICA CAUSADA POR P. italicum

HIPOTESIS

Ho: “La aplicacién del recubrimiento no incide sobre la pérdida de peso de la naranja”.

Ha: “La aplicacion del recubrimiento incide sobre la pérdida de peso de la naranja”.

Cuadro 4. ANOVA para la pérdida de peso sistema P. italicum.

Fuente GL |SC Sec. |SC Ajust. |MC Ajust. |F P
Blocks 2 10.16 10.16 5.08| 4.14] 0.018
Tratamiento 3| 616.44 616.44 205.48(167.61 0
Tiempo 13| 4716.80| 4716.80 362.83 | 295.96 0
Tratamiento*Tiempo| 39| 669.21 669.21 17.16| 14.00 0
Error 110 134.85 134.85 1.23

Total 167 | 6147.47

S=1.10722 R-cuad.=97.81% R-cuad. (ajustado) =96.67%

Cuadro 5. Diferencias entre las medias de un factor para la pérdida de peso sistema
P. italicum, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento | N | Media | Agrupacion
TZ0 421 13.77| A

Testigo 42]111.83] A

TZ9 421 11.35| A

TZ12 42| 8.42 B

Nivel de confianza individual = 97.86% Nivel de confianza simultanea = 78.79%
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Cuadro 6. Prueba t comparaciones multiples para establecer si la especie de Penicillium
afecté la pérdida de peso.

Estadisticas . L

P. digitatum P. italicum
Tamafio de muestra 168.00 168
Media 14.74 11
IC de 95% (13.138, 16.332) | (10.42, 12.27)
Desv. Stand 10.49 6
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Andlisis de estadistico de la tasa de respiracion, en naranjas con afeccion fungica causada

por P. digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA TASA DE RESPIRACION DE LAS NARANJAS

ANEXO E.

CON AFECCION FUNGICA CAUSADA POR P. digitatum

HIPOTESIS

Ho: “La aplicacion del recubrimiento no incide sobre la tasa de respiracion de la naranja”.

Ha: “La aplicacion del recubrimiento incide sobre la tasa de respiracion de la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para la tasa de respiracion en el sistema P. digitatum.

S=0.741545 R-cuad.=99.91% R-cuad. (ajustado) =99.86%

Cuadro 2. Diferencias entre las medias de un factor para la tasa de respiracion, en el

sistema P. digitatum, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento [N | Media |Desv.Stand | Agrupacion
Testigo 36| 9.424]| 6.494 A
TZ0 36 /16.407 | 3.501 A
TZ9 36[21.195| 2.54 B
TZ12 36[21.695]| 2.416 B

Nivel de confianza individual = 98.96% Nivel de confianza simultanea = 79.93%
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Fuente GL |SC Sec. |SC Ajust. |MC Ajust. |F P
Blocks 2 2.1 2.1 1 1.88/0.161
Tratamiento 3 3559.9 3559.9 1186.6 | 2157.94 0
Tiempo 7| 22874.7| 22874.7 3267.8|5942.69 0
Tratamiento*Tiempo | 21| 10238.7| 10238.7 487.6| 886.65 0
Error 62 34.1 34.1 0.5

Total 95| 36709.5




2. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA TASA DE RESPIRACION DE LAS NARANJAS

CON AFECCION FUNGICA CAUSADA POR P. italicum.

HIPOTESIS

Ho: “La aplicacién del recubrimiento no incide sobre la tasa de respiracion de la naranja”.

Ha: “La aplicacion del recubrimiento incide sobre la tasa de respiracion de la naranja”.

Cuadro 3. ANOVA para la tasa de respiracion en el sistema P. italicum.

Fuente ) ]

GL |SC Sec. |SC Ajust. |MC Ajust. |F P
Blocks 2 0.3 0.3 0.2 0.29| 0.747
Tratamiento 3| 17991.3| 17991.3 5997.1| 11067.53 0
Tiempo 7] 8396.9 8396.9 1199.6| 2213.76 0
Tratamiento*Tiempo | 21 14010 14010 667.1 1231.2 0
Error 62 33.6 33.6 0.5
Total 95| 40432.2

S =0.736115 R-cuad.=99.92% R-cuad. (ajustado) =99.87%

Cuadro 4. Diferencias entre las medias de un factor para la tasa de respiracion, en el
sistema P. italicum, utilizando el método de LDS Fischer.

Tratamiento _ ,
N |Media | Agrupacion

TZ12 24| 56.35| A

Testigo 24| 4753 |A

TZ9 24| 25.91 B

TZ0 24| 24.67 B

Nivel de confianza individual = 98.93% Nivel de confianza simultanea = 79.85%
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ANEXO F.

Andlisis de estadistico de la firmeza en naranjas con afeccion fungica causada por P.

digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA FIRMEZA DE LAS NARANJAS CON AFECCION

FUNGICA CAUSADA POR LOS HONGOS DEL GENERO Penicillium,

HIPOTESIS

Ho: “La aplicacion del recubrimiento no incide sobre la firmeza de la naranja”.

Ha: “La aplicacion del recubrimiento incide sobre la firmeza de la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para el parametro Firmeza

Fuente _ ,

GL | SC Sec. |SC Ajust. | MC Ajust. |F P
Blogues 2 0.45 0.45 0.23 0.12| 0.887
Hongo 1 12.55 12.55 12.55 6.66| 0.011
Tratamiento 3| 3501.19| 3501.19| 1167.06| 618.94 0
tiempo 5| 1497.04| 1497.04 299.41| 158.79 0
Hongo*Tratamiento 3 127.09 127.09 42.36| 22.47 0
Hongo*tiempo 5 15.06 15.06 3.01 1.6| 0.168
Tratamiento*tiempo 15 443.8 443.8 29.59| 15.69 0
Hongo*Tratamiento*tiempo | 15 62.17 62.17 4.14 2.2] 0.011
Error 94 177.25 177.25 1.89
Total 143 5836.6

S=1.37317 R-cuad.=96.96% R-cuad. (ajustado) =95.38%

Cuadro 2. Diferencias entre las medias del factor tratamiento para el parametro firmeza,
utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento | N | Media | Desv.Stand. | Agrupacion
Testigo 36| 9.424 6.49 A

TZ0 36 |16.407 3.50 B
T29 3621.195 2.54 C
TZ12 36 [21.695 241 C

Nivel de confianza individual = 98.97% Nivel de confianza simultanea = 79.84%
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Cuadro 3. Diferencias entre las medias del factor hongo para el pardmetro firmeza,
utilizando el método LDS Fischer.

Hongo N [Media |Desv.Stand.| Agrupacion
P. digitatum | 72 17.476 7.206 A
P. italicum |72 16.885 5.487 A

Nivel de confianza individual = 95.00% Nivel de confianza simultanea = 95.00%

115



ANEXO G.

Analisis de estadistico de los sélidos solubles totales, en naranjas con afeccién fingica
causada por P. digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS SOLIDOS SOLUBLES TOTALES DE LAS
NARANJAS CON AFECCION FUNGICA CAUSADA POR LOS HONGOS DEL GENERO

Penicillium.

HIPOTESIS

Ho: “La aplicacion del tratamiento no incide sobre el contenido de SST de la naranja”.

Ha: “La aplicacion del tratamiento incide sobre contenido de SST de la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para el pardmetro solidos solubles totales.

SC MC
Fuente GL | SC Sec. | Ajust. Ajust. F P
Bloques 2 0.017 0.017 0.009 1.52 0.224
Hongo 1 0.077 0.077 0.077 13.75 0
Tratamiento 3| 69.056| 69.056| 23.019| 4109.59 0
tiempo 5| 64.742| 64.742| 12.948| 2311.69 0
Hongo*Tratamiento 3 0.152 0.152 0.051 9.06 0
Hongo*tiempo 5 0.185 0.185 0.037 6.59 0
Tratamiento*tiempo 15| 13.790| 13.790 0.919| 164.13 0
Hongo*Tratamiento*tiempo | 15 1.320 1.320 0.088 15.71 0
Error 94 0.527 0.527 0.006
Total 143 | 149.866
S =0.0748414 R-cuad.=99.65% R-cuad. (ajustado) =99.47%
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Cuadro 2. Diferencias entre las medias del factor tratamiento para el pardmetro sélidos
solubles totales, utilizando el método LDS Fischer

Tratamiento | N | Media | Desv.Stand. | Agrupacion
Testigo 36| 11.328 | 1.22 A

TZ0 36 | 10.256 | 0.58 B

TZ9 36| 9.692 | 0.463 C
TZ12 36| 9.509 |0.521 C

Nivel de confianza individual = 98.97% Nivel de confianza simultanea = 79.84%

Cuadro 3. Diferencias entre las medias del factor hongo para el parametro sélidos solubles
totales, utilizando el método LDS Fischer.
Hongo N | Media | Desv.Est. | Agrupacién

P. digitatum | 72 | 10.245 | 1.068 A
P. italicum 72 1 10.198 | 0.984 A
Nivel de confianza individual = 95.00% Nivel de confianza simultanea = 95.00%
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ANEXO H.

Analisis de estadistico de la acidez titulable, en naranjas con afeccion fungica causada por
P. digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA ACIDEZ TITULABLE DE LAS NARANJAS CON
AFECCION FUNGICA CAUSADA POR LOS HONGOS DEL GENERO Penicillium.

HIPOTESIS
Ho: “Todos los tratamientos tienen el mismo efecto sobre el porcentaje de acido citrico de
la naranja”.

Ha: “Al menos un tratamiento incide sobre porcentaje de acido citrico de la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para el pardmetro acidez titulable.

Fuente GL | SC Sec. |SC Ajust. | MC Ajust. |F P
Bloques 2 0.005 0.005 0.0026 0.74|0.482
Hongo 1 0.014 0.014 0.0136 3.92|0.051
Tratamiento 3 0.196 0.196 0.0654| 18.85 0
Tiempo 5 2.569 2.569 0.5138| 148.08 0
Hongo*Tratamiento 3 0.029 0.029 0.0095 2.7410.048
Hongo*Tiempo 5 0.023 0.023 0.0045 1.30/0.271
Tratamiento*Tiempo 15 0.171 0.171 0.0114 3.29 0
Hongo*Tratamiento*Tiempo 15 0.022 0.022 0.0015 0.42|0.968
Error 94 0.326 0.326 0.0035

Total 143 3.355

S =0.0589050 R-cuad.=90.28% R-cuad. (ajustado) =85.21%

Cuadro 2. Diferencias entre las medias del factor tratamiento para el pardmetro acidez
titulable, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento | N | Media | Desv.Stand. | Agrupacién
Testigo 36(0.9361 0.1861 |A
TZ0 36 |0.9694 0.1635 A
TZ9 36(1.0183 0.1181 |A
TZ12 36]1.0267 0.1222 |A

Nivel de confianza individual = 98.97% Nivel de confianza simultanea = 79.84%
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Cuadro 3. Diferencias entre las medias del factor hongo para el parametro acidez titulable,
utilizando el método LDS Fischer.

Hongo N | Media |Desv.Stand. | Agrupacion
P. digitatum |72|0.9779 0.1481 | A
P.italicum [72)0.9974 0.1585 | A

Nivel de confianza individual = 95.00% Nivel de confianza simultanea = 95.00%
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ANEXO 1.
Analisis de estadistico del indice de madurez, en naranjas con afeccién fingica causada
por P. digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA EL iNDICE DE MADUREZ DE LAS NARANJAS CON
AFECCION FUNGICA CAUSADA POR LOS HONGOS DEL GENERO Penicillium.

HIPOTESIS

Ho: “Todos los tratamientos tienen el mismo efecto sobre el indice de madurez en la

naranja’”.

Ha: “Al menos un tratamiento incide sobre el indice de madurez en la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para el pardmetro indice de madurez.

S =0.580543 R-cuad. =96.52% R-cuad. (ajustado) = 94.70%

Cuadro 2. Diferencias entre las medias del factor tratamiento para el parametro indice de

madurez, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento |N | Media |Desv.Stand. | Agrupacion
Testigo 36| 12.68 3.24 A

TZ0 36| 10.92 2.12 B

T29 36| 9.78 1.47 C
TZ12 36| 9.42 1.48 C

SC MC
Fuente GL |SC Sec. |Ajust. Ajust. F P
Bloques 2 0.284 0.284 0.142| 0.420| 0.657
Hongo 1 2.489 2.489 2.489| 7.380| 0.008
Tratamiento 3]1233.034| 233.034| 77.678|230.480 0
Tiempo 5]553.923| 553.923| 110.785|328.710 0
Hongo*Tratamiento 3 4.419 4.419 1.473 4.370| 0.006
Hongo*Tiempo 5 2.818 2.818 0.564| 1.670] 0.149
Tratamiento*Tiempo 15| 78.343| 78.343 5.223| 15.500 0
Hongo*Tratamiento*Tiempo 15 3.199 3.199 0.213| 0.630]| 0.841
Error 94| 31.681| 31.681 0.337
Total 143 910.190

Nivel de confianza individual = 98.97% Nivel de confianza simultanea = 79.84%
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Cuadro 3. Diferencias entre las medias del factor hongo para el parametro indice de
madurez, utilizando el método LDS Fischer.

Hongo N | Media |Desv.Stand. | Agrupacion
P. digitatum |72|10.831 2.626 | A
P.italicum |72]10.568 2.427 A

Nivel de confianza individual = 95.00% Nivel de confianza simultanea = 95.00%
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Andlisis de estadistico el potencial de hidrégeno, en naranjas con afeccion fungica causada

por P. digitatum y P. italicum.

1. ANALISIS DE VARIANZA PARA EL POTENCIAL DE HIDROGENO EN LAS
NARANJAS CON AFECCION FUNGICA CAUSADA POR LOS HONGOS DEL GENERO

Penicillium.

HIPOTESIS

ANEXO J.

Ho: “Todos los tratamientos tienen el mismo efecto sobre el pH de la naranja”.

Ha: “Al menos un tratamiento incide sobre el pH de la naranja”.

Cuadro 1. ANOVA para el parametro pH.

S =0.169405 R-cuad. =78.12% R-cuad. (ajustado) = 66.71%
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Fuente GL | SC Sec. | SC MC F P
Ajust. Ajust.
Bloques 2 0.009 0.009 0.004 | 0.15] 0.861
Hongo 1 0.081 0.081 0.081 | 2.83| 0.096
Tratamiento 3 0.787 0.787 0.262 | 9.14 0
Tiempo 5 5.017 5.017 1.003 | 34.97 0
Hongo*Tratamiento 3 0.535 0.535 0.178 | 6.22 | 0.001
Hongo*Tiempo 5 1.823 1.823 0.365 | 12.71 0
Tratamiento*Tiempo 15 0.833 0.833 0.056 | 1.93 | 0.029
Hongo*Tratamiento*Tiempo | 15 0.544 0.544 0.036 | 1.26| 0.241
Error 94 2.698 2.698 0.029
Total 143 12.327




Cuadro 2. Diferencias entre las medias del factor tratamiento para el parametro indice de

madurez, utilizando el método LDS Fischer.

Tratamiento | N | Media | Desv.Stand. | Agrupamiento
Testigo 36| 3.3286 0.2725 A
TZ0 36]3.1697 0.3558 A
TZ9 36|3.1528 0.2947 A
TZ12 36]3.1533 0.2049 A

Cuadro 3. Diferencias entre las medias del factor hongo para el parametro indice de

madurez, utilizando el método LDS Fischer.

Hongo N | Media | Desv.Stand. | Agrupacion
P. digitatum |72]10.831 2.626 | A
P.italicum |72]10.568 2.427 |A

Nivel de confianza individual = 95.00% Nivel de confianza simultanea = 95.00%
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