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RESUMEN

Se aplicé un recubrimiento elaborado con almiddn de yuca modificado por via
dcida, para evaluar el comportamiento pos-cosecha del tomate bajo condicio-
nes ambientales, determinando su efecto sobre las caracteristicas estructu-
rales del tomate y su accién microbiolégica sobre los hongos Colletotrichum
sp y Fusarium Sp. La modificacion de almidén nativo de yuca variedad SM
707-17 se realizé por adicion de dcido citrico (15% p/p respecto al almidén en
base seca) a una suspension de almidén sometida a condiciones controladas
de temperaturay velocidad de agitacion. El efecto se comparé con el de la apli-
cacion de otros elaborados con base en almidén modificado enzimdticamente
y almiddn nativo, siendo T1: muestra testigo; T2: recubrimiento con almidén
modificado enzimdticamente; T3: recubrimiento con almidén modificado con
dcido citrico y T4: recubrimiento con almiddn nativo. La aplicacion se reali-
76 de forma manual con esponja limpia y estéril; los tomates se colocaron en
bandejas rotuladas dejando secar por 24 h a temperatura ambiente, a partir
de las cuales se inicié la medicion de las variables crecimiento microbiano y
caracterizacion microscopica del exocarpo del tomate durante 15 dias, apli-
cando un disefo factorial completamente al azar 4x6, que tuvo en cuenta el
tipo de muestras relacionadas e independientes; los datos obtenidos se ana-
lizaron mediante el software SPSS version 19 con el cual se encontré que el
factor “Recubrimiento” no influyé sobre las variables de respuesta analizadas,
a diferencia del factor “Tiempo” que tuvo efecto decisivo sobre las mismas.

SUMMARY

A coating elaborated with modified cassava starch was applied by acid rou-
te, to evaluate the post-harvest behavior of the tomato under environmental
conditions, determining its effect on the microbiological and structural cha-
racteristics. The modification of native starch of cassava variety SM 707-17
was carried out by addition of citric acid (15% w/w with respect to starch
on dry basis) to a suspension of starch subjected to controlled conditions of
temperature and speed of agitation. The effect was compared with that of
the application of others elaborated based on enzymatically modified starch
and native starch, being T1: control sample; T2: coating with enzymatically
modified starch; T3: coating with starch modified with citric acid and T4:
coating with native starch. The application was made manually with clean
and sterile sponge; The tomatoes were placed in labeled trays, allowing to
dry for 24 h at room temperature, from which the microbial growth and mi-
croscopic characterization of the tomato exocarp was measured for 15 days,
applying a completely randomized 4x6 factorial design that had consider the
type of related and independent samples; the data obtained were analyzed
using SPSS software version 19, which found that the “Coating” factor did
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not influence the response variables analyzed, unlike
the “Time” factor that had a decisive effect on them.

RESUMO

Um revestimento elaborado com fécula de mandioca
modificada foi aplicado por via dcida, para avaliar o com-
portamento pds-colheita do tomate sob condicoes am-
bientais, determinando seu efeito sobre as caracteristicas
microbioldgicas e estruturais. A modificacdo do amido
nativo da variedade de mandioca SM 707-17 foi reali-
zada pela adicdo de dcido citrico (15% p/p em relacéo ao
amido em base seca) a uma suspensdo de amido subme-
tida a condicoes controladas de temperatura e velocidade
de agitacdo. O efeito foi comparado com o da aplicagdo
de outros elaborados com base em amido enzimatica-
mente modificado e amido nativo, sendo T1: amostra
controle; T2: revestimento com amido enzimaticamen-
te modificado; T3: revestimento com amido modificado
com dcido citrico e T4: revestimento com amido nativo.
A aplicacdo foi feita manualmente com esponja limpa e
estéril; Tomates foram colocados em bandejas rotuladas
deixado a secar durante 24 h a temperatura ambiente, a
partir do qual as varidveis de medicdo do crescimento mi-
crobiano e microscopica tomate caracterizacdo exocarp
comecou durante 15 dias, usando um desenho factorial
4x6 completamente casualizado que tinha considerar o
tipo de amostras relacionadas e independentes; os dados
obtidos foram analisados no software SPSS versdo 19,
que constatou que o fator “Coating” ndo influenciou as
varidveis de resposta analisadas, diferentemente do fator
“Time” que teve efeito decisivo sobre elas.

INTRODUCCION

El tomate es la hortaliza de mayor consumo en Co-
lombia y abastece el 59% de la poblacién [1], su vida
Util esta entre 7 y 10 dias en condiciones de almace-
namiento de 10-12,5°C y 90-95% de Humedad Re-
lativa, aunque tiende a deshidratarse por ser clima-
térico. La maduracion estd acompanada por cambios
en el sabor, color, aroma, textura y pérdida de firmeza
debido a cambios fisicos y quimicos asociados con la
degradacion de la pared celular y la solubilizacién de
las pectinas por las enzimas pectinesterasa (PE), po-
ligalacturonasa (PG) y pectatoliasa (PL) [2]. Debido
a su manipulacién constante e inapropiada desde el
momento de cosecha por el empleo de canastillas
plasticas para recoleccién y transporte, pasando por

la seleccion, clasificacion y almacenamiento ocurre
contaminaciéon del producto (materiales, cantidad,
sobre amontonamiento, etc.) y la aparicion de magu-
lladuras, abrasiones, impactos, cortaduras, ataque de
insectos que favorecen la apariciéon de enfermedades
causadas por hongos y bacterias tales como Alternaria,
Botrytis, Diploidia, Monilia, Penicillium, Phomopsis, Rhi-
zophus, Erwinia y Pseudomonas. Debido a los innume-
rables elementos que ocasionan pérdidas de calidad,
se estan generando y usando técnicas y tecnologias
pos-cosecha para retrasar la senescencia y mantener
la calidad del producto durante un mayor tiempo,
como por ejemplo la aplicacion de recubrimientos.

Teniendo en cuenta el creciente interés por consumir
productos naturales mas sanos, seguros y respetuosos
con el medio ambiente, se estan desarrollando recubri-
mientos naturales que crean una barrera semipermea-
ble a gases y al vapor de agua al crear una atmdsfera
modificada que reduce la velocidad de respiracién y
deshidratacion, ademas de permitir la incorporacién
de aditivos alimentarios que retardan la aparicion de
desdrdenes fisiologicos [3]. Los recubrimientos deben ser
transparentes, estar exentos de sabores, olores extranos,
sustancias nocivas para la salud, estables a distintas
condiciones de almacenamiento, ser extensibles para
que el alimento quede recubierto de forma homogénea
y ofrecer resistencia a dafios mecanicos leves [4].

El almidon es un componente alimentario utilizado en
el mejoramiento de propiedades funcionales y como
solucién de recubrimiento a partir de materiales como
maiz (Zea mays) y yuca (Manihot esculenta Crantz), en-
tre otros. Las limitaciones del almidén nativo dismi-
nuyen su funcionalidad por el grado de ramificacién,
la relacion amilosa-amilopectina, distribucion del peso
molecular, condiciones de pH, temperatura y presion
aplicadas, que afectan las propiedades mecanicas, tér-
micas, estructurales y de barrera, como la disminucién
de la resistencia a esfuerzos de corte, descomposi-
cion térmica, alto nivel de retrogradacién y sinéresis
[5]. Por esta razon, se realiza la modificacion de sus
propiedades por via quimica, fisica o biolégica como
reticulado (cross-linking) con fosfatos o adipatos, pre-
gelatinizacion, dextrinacién o hidrdlisis acida [6].

Los acidos organicos son utilizados como regulado-
res de acidez, agentes antimicrobianos o modifica-
dores quimicos de propiedades funcionales del almi-
don; el &cido citrico actia como promotor de enlaces
cruzados (reticulacion) entre las cadenas y mejora las
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propiedades mecanicas [7]. Se uso el acido en la eva-
luacién de un recubrimiento comestible con base en
agary acido citrico aplicado en papa fresca, logrando
mantener las caracteristicas sensoriales y de calidad
del tubérculo, ademas de reducir la pérdida de agua
con respecto a la muestra testigo después de 25 dias
de almacenamiento [8].

Se evalud el efecto de la adicién de acido citrico en
las propiedades de tensién y de barrera en peliculas
elaboradas con base en almidéon termoplastico de
yuca y su posible accién microbiolégica sobre dos
hongos causantes de dafios en el tomate.

METODO

El proyecto se desarrollé en las instalaciones de la Plan-
ta Piloto para el procesamiento de vegetales, Labora-
torios de Biotecnologia, Reologia y Empaques de la Fa-
cultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca
y en la Unidad de Microscopia Electrénica ubicada en
el Museo de Historia Natural, en la ciudad de Popayan,
Colombia, a una altitud de 1.738 msnm, temperatura
media de 19°C y Humedad Relativa (H.R) del 77,75%.

Materiales

Se usaron tomates larga vida variedad Indaba en
grado 4 de madurez, didmetro ecuatorial promedio
de 8 cm y axial de 6 cm, producidos bajo cubierta
y cultivados en la finca “El Porvenir” de la vereda
Cinco Dias, Municipio de Timbio (Cauca), con altura
promedio de 1.850 msnm, temperatura media entre
16 y 23°C. Se us6 almidén nativo de yuca variedad
SM 707-17 proveniente de la rallanderia “La Agusti-
na” ubicada en Mondomo (Cauca) y almidén de yuca
SM 707-17 modificado enzimaticamente con alpha
- amylasa Bacillus amyloliquefaciens Ban 240L (Sigma
Aldrich), con grado de modificacion del 10% de Equi-
valente de Dextrosa (E.D.) [9].

Se requirié acido citrico monohidrato grado analitico
con pureza del 99,5%, marca Carlo Herba, para reali-
zar la modificacion del almidén de yuca por via acida;
aceite esencial de limoncillo (Cymbopogon citratus) de
grado alimentario, por sus propiedades antimicrobia-
nas y antibacteriales; glicerina como plastificante no
volatil de bajo peso molecular que mejora la flexibi-
lidad, manejabilidad y habilidad de extension del re-
cubrimiento [10]; Tween 80, aditivo alimentario con

accion surfactante para facilitar o aumentar la emulsi-
vidad, dispersién y adherencia del recubrimiento [11].

METODO
Modificacion del almidon con acido citrico

El almidén en suspension de 100 g al 40% p/p en base
seca se hidrato por 1 hora; se midié pH inicial (5,5)y se
llevé a agitacion de 175 rpm con temperatura de 52°C en
el Shaker Thermo Scientific; cuando la suspension alcanzo
los 52°C, se adicion6 acido citrico (15%), nuevamente
se midio el pH y se colocd en el shaker a las mismas
condiciones durante 14 h. Al finalizar este tiempo se
ajusté el pH 5,5 por neutralizacion con NaOH 3Ny 1N.

Se transfirieron las suspensiones a tubos falcon para
centrifugar a 4500 rpm por 30 min (establecido por
preliminares) y obtener el sobrenadante para medir ED
en el espectrofotometro UV marca SHIMADZU 1800
[5], procedimiento seguido para el almidén con 25%
p/p en base secay las concentraciones de acido citrico,
evaluando por separado las concentraciones de NaOH.

Acondicionamiento del fruto

Se seleccionaron tomates larga vida en estado 4 de
madurez, redondos, sanos e inocuos, firmes y jugosos,
enteros, con apariencia lisa, sin grietas o quemaduras
de sol, sin dafos mecanicos o producidos por insectos
[12], lavados por inmersidn en agua potable y desinfec-
cién con solucion de hipoclorito de sodio a 5 ppm du-
rante 15 minutos y secados con toalla absorbente [4].

Modificacion del almidon

Se obtuvo una suspensién de 100 g usando 25% p/p
de almidén en base seca y acido citrico grado analiti-
coal 15% p/p en base seca [13] con ayuda del Shaker
Thermo Scientific a 52°C, 175 rpm con tiempo de
modificacion de 14 horas, luego de 14 horas se cen-
trifugd a 4500 rpm por 30 min, se eliminé el sobrena-
dante y se seco el almiddn en el horno, iniciando con
una temperatura de 20°C, con aumentos progresivos
de 5°C hasta llegar a 45°C (establecido en pruebas
preliminares) y humedad de 12% [14].

Preparacion y aplicacion del recubrimiento

Se realiz6 una pre-mezcla de los componentes del
recubrimiento (agua, glicerol, almidén de yuca, acei-
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te esencial, tween 80) a 300 rpm y 40°C, se calenté
desde 40 hasta 75°C por 10 min hasta la gelatiniza-
cion del almidén durante 15 min [15].

Crecimiento microbiano

Se identificaron los especies de hongos que atacan
al tomate, realizando 5 aislamientos a partir del fruto
contaminado naturalmente, proporcionandole el me-
dio de cultivo. Se cortaron 4 trozos de tejidos de to-
mate enfermo y sano, de 1 cm? de dreay de 2 mm de
grosor; a cada muestra se le realizaron 4 enjuagues
por 1 minuto cada uno, el primero con hipoclorito
al 1%, el segundo con etanol al 75%, el tercero y el
cuarto con agua destilada estéril. Se secaron en pa-
pel absorbente estéril, se sembraron en agar PDA 'y
se incubaron a 25°C por dos dias; cuando se observé
el crecimiento de los hongos se aislaron 4 muestras
de cada caja de Petri en PDA, cortando pequefas
muestras del cultivo de aproximadamente 0,25 mm?,
que se re sembraron en PDA, iterativamente hasta
obtener un cultivo puro [16].

Para medir la estructura de la epidermis del toma-
te recubierto, se utilizé Microscopio Optico de Alta
Resolucion (MOAR) Marca Nikon modelo Microphot
y un Microscopio Electrénico de Transmision (MET)
Marca JEOL, modelo JEM 1200EX. Las muestras de
5 mm de longitud y 1 mm de grosor se fijaron en glu-
taraldehido al 6% y paraformaldehido al 4% en Bu-
ffer de Fosfato Salino (PBS) [17], con modificaciones.

Se utilizé un disefo factorial 4x6 completamente al
azar, donde los factores fueron “Tipo de recubrimien-
to” con 4 niveles (tratamientos T1 a T4) y “Tiempo”
con 6 niveles (Dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15) denominados
Pl, D3, D6, D9, D12, D15, respectivamente.

T1= Muestra Testigo (tomate sin recubrir)

T2= Recubrimiento con almidén de yuca modificado
enzimaticamente

T3= Recubrimiento con almidén de yuca modificado
con acido citrico

T4= Recubrimiento con almidén de yuca nativo.
Se realizaron tres réplicas con cuatro repeticiones por

cada tratamiento, tomando 30 unidades experimentales
por réplica. Los resultados obtenidos fueron evaluados

por pruebas paramétricas (ANOVA), no paramétricas y
paramétricas con medidas repetidas; con una probabi-
lidad de 95% empleando el software SPSS version 19.

RESULTADOS

Después del aislamiento, se hizo seguimiento al cre-
cimiento del hongo, observando sus esporas y carac-
teristicas especificas macro morfolégicas como color,
superficie, borde, consistencia, aspecto y desarrollo;
también, se caracterizaron los hongos de forma micro
morfoldgica, teniendo en cuenta estructuras repro-
ductivas, presencia de hifas y la formacién de esporas,
conidias y la forma del micelio que permiten la identi-
ficacion del hongo que inicia la degradacion del fruto.

Caracteristicas macro morfolégicas y
descripcién microscépica de hongos que inician
el deterioro y degradacién en el fruto de tomate

Durante este periodo se evalué la sintomatologia por
area afectada en los tomates (Cuadro 1) evidencian-
do que Colletotrichum sp. causé mayor dano que Fu-
sarium sp., sobre los tejidos del tomate deteriorando
el exocarpo, luego en el mesocarpo y con pudricién
al final (Dia 15) en el endocarpo (Figura 1), apare-
ciendo pequefas manchas himedas en el (Dia 6),
hundidas y de forma circular que se asemejan a las
depresiones dejadas por objetos redondos causados
por los hongos [16].

En esas colonias crecientes de Colletotrichum sp se
denota que parte central se ennegrece y endurece
ligeramente debido a los acérvulos negros que se
desarrollan por debajo de la epidermis del fruto. Y
para Fusarium sp.,con un micelio generalmente aéreo,
abundante, algodonoso y con coloracién variable de
blanco a rosado durazno [16], con conidioforos varia-
bles, escasos y simples o corpulentos cortos con rami-
ficaciones irregulares, conidias hialinas, macroconidias
ovoides (Figura 2). Las manchas al pasar el tiempo se
hacen numerosas y coalescentes, producen primero el
ablandamiento acuoso del fruto y por ultimo su pu-
dricién, que es acelerada por otros microorganismos.

Inhibicién de los hongos
Durante los dos primeros dias el tratamiento T2 re-

veld mayor consumo de O2, mientras que los trata-
mientos T1 y T4 mantuvieron mayores valores en la
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velocidad de respiracion a partir del dia 3 respecto a
los demas tratamientos a causa del incremento en la
actividad metabdlica [18], este incremento en la va-
riable de respuesta concuerda con los resultados ob-
tenidos por [19], que encontraron incrementos noto-
rios en la tasa de respiracion en tomates sin recubrir
lo que atribuyen a la difusién libre de gases como O2
y CO2; el incremento de la tasa de respiracion condu-
ce a la maduracion propia del fruto.

Es importante mencionar que al final del estudio, los
frutos de todos los tratamientos presentaron diferen-
tes niveles de deterioro, en donde una de las razones
por las cuales los recubrimientos probablemente no
inhibieron completamente el crecimiento de microor-
ganismos son porque al parecer los hongos que ini-
cian el deterioro permanecen en el fruto desde eta-
pas tempranas en el cultivo y que solo se desarrollan
por cambios fisiolégicos dados por la etapa de madu-
racion; y puede deberse a la escasa adherencia de los

recubrimientos sobre los frutos no permitié formar
una capa uniforme que restringiera el desarrollo de
especies fungicas como ha sido reportado por [20].

Durante de estudio con el paso del tiempo, el ablan-
damiento de los frutos, las manchas se extienden
hasta alcanzar un porcentaje de infeccion con el T1
entre 24,36 y 43,43% ya que los tomates no tenian
recubrimiento por lo tanto los poros de la epidermis
se hacen mas suceptibles al ataque por microorganis-
mos [21], en este caso causados por Colletotrichum
sp., y Fusarium sp., con el tratamiento T2 el entre
14,16 y 33,23% de éarea infectada, presentando me-
nor inhibicién de microorganismos, dado que su ma-
duracion fue prematura respecto a los demas, lo que
se pudo notar de manera cuantitativa en el consumo
de O, y liberacion de CO, y de manera cualitativa en
la acelerada apariciéon de hongos, pues en el dia 6
ya se habian desarrollado en algunos frutos (Figura
3); a partir de este momento, el hongo evoluciond

Cuadro 1. Resumen de datos de patogenicidad de Colletotrichum sp. y Fusarium sp., por cada tratamiento utilizado.

. Tiempo de Area infectada (cm?) Area infectada (%)
Tratamiento . . . N
evaluacion Max Med Min Max Med Min
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 12,24 4,896 2,448 24,36 9,75 4,87
T D6 15,02 6,008 3,004 29,90 11,96 5,98
D9 19,54 7,816 3,908 38,89 15,56 7,78
D12 20,05 8,02 4,01 39,91 15,96 7,98
D15 21,82 8,728 4,364 43,43 17,37 8,69
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 0 0 0
D6 7,11 2,85 1,42 14,16 5,66 2,83
2 D9 14,41 5,77 2,88 28,69 11,48 5,74
D12 14,92 5,97 2,98 29,70 11,88 5,94
D15 16,69 6,68 3,34 33,23 13,29 6,65
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 0 0 0
T3 Dé6 5,01 2,00 1,00 9,97 3,99 1,99
D9 12,31 4,92 2,46 24,50 9,80 4,90
D12 12,82 5,13 2,56 25,51 10,20 5,10
D15 14,59 5,83 2,92 29,04 11,61 5,81
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 0 0 0
T4 D6 5,97 2,39 1,19 11,89 476 2,38
D9 13,27 531 2,65 26,42 10,57 5,28
D12 13,78 5,51 2,76 27,44 10,97 5,49
D15 15,55 6,22 3,11 30,96 12,38 6,19
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Figura 1. Caracteristicas macromorfoldgicas (anverso), microfotografia y aspecto del Colletotrichum sp en el fruto.

DiA 9 DiA 12 DiA 15
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hasta desintegrarse en el fruto causando olores des-
agradables y exudacion de liquidos, mientras que los
frutos tratados con acido citrico fueron atacados tres
dias después que los otros tratamientos con un por-
centaje de area afectada entre 9,97 y 29,04%, puede
deberse al potencial inhibitorio del acido citrico al
degradar en enzimas celuloliticas y pectinoliticas de
los hongos [22, 23].

Con el tratamiento el T4 se evidencié un compor-
tamiento similar al de T3, con areas afectadas entre
4,76y 12,38%.

Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR)

La muestra testigo y la recubierta con almidén nativo
presentaron cuticula delgada, de color azul agua ma-
rina intenso, células epidérmicas achatadas y parén-
quima con grosor mayor que el de las células epidér-
micas, frente a otros cortes de exocarpo a los cuales
se les aplicd recubrimiento con almidén modificado
enzimaticamente y con acido citrico, en los cuales se
generd un ensanchamiento de la cuticula del exocar-
po [23], y de la capa de colénquima, debido a que la
cuticula no es impermeable al presentar porosida-
des que facilitan el ingreso de compuestos polares y
apolares, lo que permite inferir que pequefas partes
acuosas del recubrimiento penetraron la cuticula pro-
vocando el ensanchamiento de la células epidérmicas
y colenquimatosas [24]. Los tomates a los cuales se
les aplico recubrimiento de almidén modificado con
acido citrico, presentaron una apariencia con aumen-
to en el tamano de las células del exocarpo en forma
circular frente a las demas muestras (Figura 4).

Figura 2. Caracteristicas macromorfoldgicas de Fusarium Sp. (anverso) y Microfotografia.

v LAl

Figura 3. Observaciones del dia 6: a) Testigo y Tratamiento T2,
b) Recubrimiento con almidén modificado con acido citrico y
Recubrimiento con almiddn nativo.

— - . —

‘ } -
b) Recubrimiento con almidén modificado con acido citrico y
recubrimiento con almidén nativo

Debido a la falta de estudios que relacionen la intro-
duccién de recubrimientos (de almidén de yuca) en
células epidérmicas de tomate, se intuye que la mo-
dificacion (enzimatica o por via acida), produce una
disminucién en la viscosidad del almiddn, lo que hace
mas facil la penetracién del recubrimiento hacia el
interior de las células epidérmicas [21]. Se encontrd
una diferencia entre las imagenes del exocarpo de los
tratamientos T2 y T3; en este Ultimo, la capa de co-
lénquima presentd mayor tamafio con células redon-
deadas (respecto a T2), lo que significa que a través
del mesocarpo se dio una transmision de componen-
tes presentes en el recubrimiento.
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Figura 4. Imagenes del exocarpo del tomate con diversos recubrimientos.

=Sk Celulas
epidérmicas

Exocarpo (T2)

Exocémpo y Exocarpo .
de tomate (T1)

Figura 5. MET del Exocarpo de tomate.

Con recubrimiento de almidén modificado con acido citricoy
con almidén nativo

Microscopia Electrénica
de Transmision (MET)

Se obtuvieron imagenes en las que se pudo apreciar la
seccion de la cuticulay las células epidémicas, corrobo-
rando lo observado en las imagenes de MOAR (Figura 5).

Cuticula

Exocarpo (T3) Exocarpo (T4)

CONCLUSIONES

De forma cualitativa se establecié que los frutos del
tratamiento T3 presentaron retraso de 3 dias en la
maduracién y en el ataque por hongos, por lo que se
concluye que el acido citrico se puede afnadir como
agente conservante en recubrimientos y no como
modificador de almidén para uso en los mismos,
dado que se necesita una enorme cantidad para lo-
grar mayor viscosidad.

Con la Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR)
y Microscopia Electrénica de Transmision (MET), se
observaron las diferencias en las células epidérmicas
del exocarpo de tomate, siendo el recubrimiento con
almidén modificado con acido citrico el que produjo
mayor ensanchamiento de las células epidérmicas.
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