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RESUMEN

Santoyo Gonzalez Miguel Antonio. Maestria en ciencias en alimentos (MCA).
Instituto Tecnoldgico de Tepic Nayarit, diciembre del 2021. “NEBULIZACION
ULTRASONICA COMO SISTEMA DE APLICACION DE AGENTES GRAS PARA
EL CONTROL DE Penicillium italicum EN LIMON PERSA EN POSTCOSECHA”
Director de tesis: Dra. Rita Maria Velazquez Estrada.

Penicillum italicum es un hongo que causa la pudricion azul en citricos generando
grandes pérdidas econdmicas. En los ultimos afios se ha buscado implementar la
aplicacion de agentes generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus
siglas en inglés) para el control de hongos en frutos de postcosecha, evitando asi el
uso convencional de fungicidas sintéticos. La nebulizacion ultrasénica surge como
un meétodo de aplicacion de agentes, donde la niebla se genera con bajos
volimenes de solucién, ademas la dispersion de gotas es homogenea y cubre una
mayor area de contacto con el fruto. Por otro lado, la herramienta dinamica
computacional de fluidos (CFD, por sus siglas en inglés) ha comenzado a
incursionar en el area de postcosecha para simular la distribucion de temperatura,
dispersion y deposicion de particulas, su velocidad y flujo para optimizar los
tratamientos o la geometria de los equipos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la nebulizacion ultrasénica como
sistema de aplicacion de bicarbonato de sodio y acido acético para el control de
Penicillium italicum y en la calidad del fruto de limon persa en etapa de postcosecha.

Los tratamientos para la evaluacion in vitro consistieron en colocar sobre una caja
Petri discos del hongo que fueron tratados con nebulizacion ultrasonica de
bicarbonato de sodio (0, 1, 2, 3%), acido aceético (0, 0.5, 1, 1.5%) y agua destilada
como control positivo de manera individual en diferentes tiempos (5, 10 y 15 min) y
se evaluaron las pruebas de crecimiento micelial, esporulacion y porcentaje de
germinaciéon con un disefo factorial 2x3x3 como disefio experimental y un analisis
estadistico con una ANOVA y una prueba F de Fisher para la diferencia de medias.

En la parte in vivo se usaron limones en madurez de corte y fueron inoculados
artificialmente con esporas de P. italicum, se dieron tratamientos curativos y
preventivos y fueron evaluados con un disefio unifactorial y analizados con una
ANOVA como analisis estadistico con una prueba T de Tuckey para diferencias de
medias en temperaturas de 25°C y 15°C y se midié la incidencia y severidad de la
enfermedad de la pudricién azul. Ademas, se evaluaron parametros de calidad (pH,
sélidos solubles, acidez, color, pérdida de peso, porcentaje de jugo) a 15°C durante
20 dias en los frutos nebulizados. Se realizé una simulacion de CFD con el software
Fluent 15 de ANSYS con el modelo VOF y el modelo de turbulencia k-épsilon para
obtener la dindmica de fluidos de la neblina resolviendo las ecuaciones de
continuidad y momento en las 3 direcciones (X, Y, 2).



Los tratamientos de nebulizacion ultrasénica de &cido acético mostraron
inhibiciones mayores en todas las pruebas de la etapa in vitro y logro reducir por
completo la germinacion. Los tratamientos en la etapa in vivo redujeron el desarrollo
de la incidencia enfermedad en temperaturas de 25y 15 °C (50% y 20%) de manera
curativa y preventiva. Los parametros de calidad no se vieron afectados de manera
negativa en los frutos tratados con nebulizacion ultrasdnica con respecto de los
controles. Mediante CFD se obtuvieron los vectores de velocidad, contornos de fase
de la neblina/aire, y la trayectoria de las particulas dentro de sistema en las etapas
in vitro e in vivo. La aplicacion por nebulizacién ultrasénica de los agentes GRAS ha
demostrado potencial para el control de P. italicum en la etapa in vitro e in vivo.

Palabras clave: Agentes GRAS, Penicillium italicum, Poscosecha, Nebulizacién
Ultrasénica
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SUMMARY

Santoyo Gonzalez Miguel Antonio. Master of Science in Food (MCA).
Technological Institute of Tepic Nayarit, December 2021. "ULTRASONIC
NEBULIZATION AS A SYSTEM FOR THE APPLICATION OF GRAS AGENTS
FOR THE CONTROL OF Penicillium italicum IN PERSIAN LEMON IN POST-
HARVEST" Thesis director: Dra. Rita Maria Velazquez Estrada.

Penicillum italicum is a fungus that causes blue rot in citrus fruits, generating great
economic losses. In recent years, it has been sought to implement the application of
agents generally recognized as safe (GRAS) for the control of fungi in postharvest
fruits, thus avoiding the conventional use of synthetic fungicides. Ultrasonic
nebulization arises as a method of applying agents, where the mist is generated with
low volumes of solution, in addition, the dispersion of drops is homogeneous and
covers a greater area of contact with the fruit. On the other hand, the computational
fluid dynamics (CFD) tool has begun to venture into the postharvest area to simulate
the temperature distribution, dispersion, and deposition of particles, their speed and
flow to optimize treatments or the geometry of the equipment.

The objective of this work was to evaluate the effect of ultrasonic nebulization as a
system for applying sodium bicarbonate and acetic acid for the control of Penicillium
italicum and on the quality of the Persian lemon fruit in the postharvest stage.

The treatments for the in vitro evaluation consisted of placing fungus discs on a Petri
dish that were treated with ultrasonic nebulization of sodium bicarbonate (0, 1, 2,
3%), acetic acid (0, 0.5, 1, 1.5%) and distilled water as a positive control individually
at different times (5, 10 and 15 min) and the tests of mycelial growth, sporulation and
germination percentage were evaluated with a 2x3x3 factorial design as
experimental design and a statistical analysis with an ANOVA and a Fisher's F test
for the difference of means.

In the in vivo part, lemons in cut maturity were used and they were artificially
inoculated with P. italicum spores, curative and preventive treatments were given
and they were evaluated with an univariate design and analyzed with an ANOVA as
statistical analysis with a Tuckey’s T test for mean differences at temperatures of
25°C and 15°C, and the incidence and severity of blue rot disease were measured.
In addition, the quality parameters (pH, soluble solids, acidity, color, weight loss,
percentage of juice) will be evaluated at 15°C for 20 days in the nebulized fruits. A
CFD simulation was performed with ANSYS Fluent 15 software with the VOF model
and the k-epsilon turbulence model to obtain the fluid dynamics of the mist by solving
the continuity and moment equations in the 3 directions (X, vy, 2).

Ultrasonic acetic acid nebulization treatments showed greater inhibitions in all in vitro
tests and achieved to completely reduce germination. The treatments in the in vivo
stage reduced the development of the disease incidence at temperatures of 25 and
15 °C (50% and 20%) in a curative and preventive manner. The quality parameters
have not been negatively affected in the fruits treated with ultrasonic nebulization
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with respect to the controls. By means of CFD, the velocity vectors, phase contours
of the mist / air, and the trajectory of the system particles were obtained in the in
vitro and in vivo stages. The application by ultrasonic nebulization of GRAS agents
has shown potential for the control of P. italicum in the in vitro and in vivo stage.

Keywords: GRAS agents, Penicillium italicum, Postharvest, Ultrasonic
Nebulization.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

CAPITULO 1. INTRODUCCION

En México existen 23, 748, 943 ha dedicadas a la agricultura, de las cuales la
superficie cultivada de frutales tropicales y subtropicales es de 1, 483 139 ha,
Nayarit cuenta con 370, 512 ha destinadas a la agricultura; de estas, 58, 768.71 ha
son ocupadas por cultivos tropicales y subtropicales, de los cuales destacan en
mayor proporcion: aguacate, mango, café, limoén, platano y guanabana (SIAP,
2019). La produccion de limén persa esta esta liderada por los estados de Veracruz
y Oaxaca; Veracruz con una produccion de 733,632 ton ocupa el primer lugar;
mientras que Nayarit ocupa el lugar nimero trece con una produccion de 22,516 ton
(SIAP, 2018).

En el limén las heridas producidas desde el campo, en la empacadora,
almacenamiento y/o distribucion; son vias de entrada de diferentes patdgenos que
causan pérdidas de 30-50% de la produccion (Ismail y Zhang, 2004). Penicillium
italicum es uno de los patégenos mas comunes en enfermedades de citricos en
postcosecha, es el causante de la enfermedad de la pudricion azul. Por la gran
produccion de esporas, esté patégeno se puede encontrar desde el campo,

empacadoras, equipos, en el almacenamiento e inclusive en la comercializacion.

Los sistemas de control postcosecha son usados para prolongar la vida util de los
frutos, controlar los microorganismos que causan enfermedades, evitar trastornos
fisiologicos y mejorar la calidad de productos. Comunmente se aplican fungicidas
sintéticos que aunque eliminan hongos patdégenos, al usarse indiscriminadamente,
inducen resistencia en los hongos y por su toxicidad perjudican, tanto al medio
ambiente, como al consumidor (Yang y cols., 2017). En afios recientes se ha
buscado implementar la aplicacion de agentes de origen natural y que sean
considerados GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros) para el control de

fitopatdgenos en frutos en postcosecha (Fallanaj y cols., 2016).

Los métodos de aplicacion de agentes incluyen métodos como la inmersién y la
aspersion, asi como una combinacion de ambos. La nebulizacién ultrasénica surge
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recientemente como un método de aplicacion de agentes GRAS cuyas ventajas
radican en el ahorro de los agentes debido a los bajos volimenes de solucion
requeridos para producir neblina que tiene la capacidad de homogenizar la
dispersion de gotas y cubrir una mayor area de contacto en el fruto.

El CFD (Computer Fluids Dynamics) o dinamica computacional de fluidos, es una
herramienta que se ha comenzado a utilizar en el area de postcosecha para simular
la distribucion de temperatura, dispersion y deposicién de particulas, su velocidad y
flujo, esto para optimizar los tratamientos o la geometria de los equipos (Ambaw y
cols., 2013; Ambaw y cols., 2013; Delele y cols., 2009, 2012a, 2012b).

Por lo anterior, en el presente estudio se propone evaluar el sistema de nebulizacion
ultrasénica como método de aplicacion de agentes GRAS para el control de
Penicillium italicum en limon persa en postcosecha, ademas se evalio la
distribucion y dispersion de la neblina en el sistema mediante una simulacién por
CFD para conocer la distribucion de la niebla en el sistema y mejorar el sistema de

nebulizacion.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

CAPITULO 2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades del Limén Persa (Citrus latifolia)

El limén persa (Citrus latifolia) es un citrico originario del continente asiatico desde
donde se disemind, primero al Medio Oriente y, mas adelante, a Europa. En México
fue introducido durante la colonizacion espafiola tomando relevancia en la
citricultura nacional (SIAP, 2018).

Este citrico es de mayor tamafio en comparacion de otras variedades de limoén, son
frutas esféricas y ovaladas de 35-40 mm diametro y 60mm de largo (Malo y cols.,
1994), el arbol de limon crece en climas calidos tropicales y subtropicales con
valores de humedad relativa entre 80-90%, la que resulta ventajosa para su
crecimiento, la fruta tiene un peso minimo de 55 gy 75 g como maximo (SAGARPA,
2012).

Los frutos de limén son cosechados cuando se encuentran en madurez de consumo
y después de ser almacenados a temperaturas en un intervalo de 10-12°C, ya que
temperaturas inferiores a este intervalo provocan desordenes fisioldgicos en el fruto.
Otro factor que afecta a limones es la humedad relativa, la cual se debe mantener
en niveles de 95% para evitar una deshidratacion de la cascara del fruto. El
contenido de jugo es del 40% al 60%, una cantidad de acido ascorbico de 20 a 40
mg por cada 100 ml de jugo, un indice de acidez del 5 al 6%. Es un fruto que no
contiene semillas, pero pueden desarrollar semillas si el arbol crece cerca de otras
clases de citricos, tiene la caracteristica de no ser climatérico, no maduran después
de la cosecha y su tasa de respiracion y produccion de etileno no se ve afectada
(Ladanyia, 2008).



2.1.1 Produccidn nacional y estatal

En México, los estados de mayor produccién de limén persa son Veracruz y Oaxaca;
Veracruz ocupa el primer lugar en produccion a nivel nacional con una produccion
obtenida en el afio 2018 de 733,632 toneladas y un rendimiento de 16 ton/ha,
Nayarit ocupa el lugar nimero 13 con una produccion de 22,516 tonelada y un
rendimiento de 9.324 ton/ha durante el mismo afio (Figura 2.1)(SIAP, 2018)

Veracruz
61%

Figura 2.1. Produccién de limén persa en México durante el 2018 (SIAP 2018).



2.1.2 Enfermedades postcosecha del limon persa

Las heridas producidas en el limén desde la cosecha, almacenamiento y distribucion
son foco de infeccion de diferentes patégenos que causan pérdidas de 30-50% de
la produccion, entre los patégenos que causan enfermedades se encuentran
Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Geotrichum citri-aurantii, Colletotrichum
gloesosporioides, Alternaria citri (Ismail y Zhang, 2004). Durante la época de
cosecha del limoén persa se debe tener cuidado en el manejo de los frutos desde la
forma de cortar hasta el tipo de empaque, esto evitara dafilos como golpes,
rasgufios, rupturas por presiones, rajaduras y otras formas que afecten la forma
fisica del limon. Este tipo de dafios produciran heridas macro o microscopicas por

donde entraran patdégenos que causarian pérdidas postcosecha.

2.2 Penicillium italicum

P. italicum se caracteriza por ser un patégeno que crece en colonias circulares de
tonalidades azul o verde-gris, tiene un periodo de crecimiento de 7 dias en un rango
de temperatura de 5-37°C. Su morfologia se basa en el crecimiento de los
conidiéforos de la hifa (septada) superficial con una longitud de 200-400 micras con
paredes delgadas y lisas, en ella se generan métulas, que son ramificaciones
secundarias formadas sobre los conidioforos, las métulas tienen fialides en forma
cilindrica con longitudes de 10-14 micras; por ultimo, se encuentran los conidios de
forma redonda con diametros de 3-5 micras, unicelulares y se observan como
cadenas no ramificadas en los extremos (Figura 2.2). Necesita un minimo de
actividad de agua de 0.87 a 25°C para su germinacion y un rango de pH de 1.6-9.8
(Pitt y Hocking, 2009).

El método de infeccidén de P. italicum es mediante heridas, donde puede encontrar
nutrientes disponibles para comenzar la germinacion de esporas, una vez que

progresa la enfermedad, se desarrolla micelio blanco que genera enzimas, que



logran degradar las células que conforman los tejidos del fruto (Ismail y Zhang,
2004).
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Figura 2.2. Morfologia de Penicillium italicum

2.3 Sistemas de control de patdgenos en etapa postcosecha

Los sistemas de control postcosecha son usados para prolongar la vida util de los
frutos, controlar los microorganismos que causan enfermedades, evitar trastornos
fisiologicos y mejorar la calidad de los productos. Los métodos de control que se

aplican son: fisico, quimico y biologico.

2.3.1 Control fisico

Referente a los métodos fisicos se encuentran aquellos basados en el uso de
irradiacion, atmosferas controladas, frecuencia ultrasonica, cambios de
temperaturas y otros. El uso de atmosferas controladas es utilizado para conservar
frutas y verduras en periodos postcosecha, se basa en la reduccién de oxigeno e
incremento de diéxido de carbono a comparacion de la atmosfera ambiental, por lo
tanto, es un sistema que implica un monitoreo continuo y ajuste preciso de los gases
dentro del contenedor de almacenamiento (Dumont y cols., 2015). En cuanto al

meétodo de control por temperatura, los productos en postcosecha se almacenan a
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bajas temperaturas para evitar la germinacién de esporas y crecimiento de
microorganismos, también se logra una reduccién de la actividad enzimatica, control
de cambios metabdlicos, disminucion en la tasa de respiracion y conservacion de
propiedades de calidad (Tapia Pefiafiel, 2015). En el caso de aplicacién a
temperaturas altas se garantiza una seguridad y libre uso de quimicos, reduccién
de microorganismo, aumento de la vida util; cominmente se utilizan temperaturas
entre 50 a 60°C, mediante la inmersion de los productos en agua caliente durante
tiempos de 5 a 30 minutos (Shafiur Rahman, 2007). Por otra parte, las diferentes
radiaciones ionizantes como los rayos X, gamma, haz de electrones y microondas
son capaces de producir iones cargados que destruyen patdégenos, reducen plagas
causadas por insectos, retrasan la maduracion y mejoran propiedades del fruto; sin
embargo, estos son poco aplicados debido a la percepcion de las personas, costo
del proceso y efecto fitotoxico (Ramaswamy, 2015).

2.3.2 Control quimico

Los métodos quimicos aplicados en postcosecha incluyen fungicidas sintéticos, los
cuales son eficaces para el control de hongos, pero tambien son asociados a
problemas de salud y riesgos ambientales; ademas de la proliferacion de cepas
resistentes. Otros agentes, son los denominados GRAS, como son: el acido
peracético, hipocloritos, diéxido de cloro, peroxido de hidrogeno, ozono y entre
otros. Estos agentes tienen diferentes mecanismos de accién ante los
microorganismos en los frutos, pero la mayoria se basan en la disociacion de
radicales libres o iones que provocan rupturas en membranas celulares. El acido
peracético es un eficaz desinfectante que consiste en una combinacién de peroxido
de hidrégeno y acido acético, se ha reportado su efectividad sobre P. expansum y
P. italicum en concentraciones bajas (0.0008%), esto se debe a su poder oxidante
y la transferencia de electrones a los lipidos de la membrana celular que tienen
afinidad por los peréxidos provocando rupturas en la célula (Kyanko y cols. 2010).
Por otro lado, el di6xido de cloro es un compuesto utilizado en forma liquida y/o

gaseosa Yy ha mostrado resultados en la reduccion de células vegetativas y esporas



de hongos, se ha reportado su uso sobre Saccharomyces cerevisiae demostrando
la liberacion de iones K+, Ca+ y Mg+ y la inhibicion de enzimas en concentraciones
de 100mg/L (Zhu y cols., 2013).

2.3.3 Control bioldgico

El uso de control biolégico es una alternativa que consiste en el uso de
microorganismos antagonicos, antimicrobianos naturales, empleo de polimeros
naturales para la generacion de proteccion a frutos. Dentro de los métodos de
control biolégico se involucran competencia por nutrientes como carbohidratos,
nitrogeno, oxigeno y entre otros (Jamalizadeh y cols., 2011). Otro método es la
antibiosis, que se define como la inhibicién o destruccion de microorganismos por
sustancias metabdlicas especificas producidas por el antagonista; por otro lado el
parasitismo ocurre cuando el antagonista se alimenta dentro del mismo patdgeno
resultando en una destruccion directa o lisis de la estructura celular (Narayanasamy,
2013).

2.4 Agentes GRAS para el control de patdogenos en postcosecha

2.4.1 Bicarbonato de sodio

En los dltimos afios ha incrementado el interés por el uso de agentes antifingicos
amigables con el medio ambiente y de baja toxicidad como las sales inorganicas,
entre ellos figura el bicarbonato de sodio (NaHCOs3). Se ha reportado que la
aplicaciéon individual de esta sal juega un papel importante en la inhibicion de
enfermedades postcosecha y se ha reportado su eficacia en el control de patdgenos
en frutos como platano, papaya y limon (Alvindia, 2013; Fallanaj y cols., 2016;
Gamagae Yy cols., 2003; Palou y cols., 2001). Ademas, el NaHCOz es un aditivo en
los alimentos que controla el pH, modifica la textura y es reconocido como un agente
GRAS. Su efectividad en concentraciones de 1 al 4% se ha demostrado en

evaluaciones in vitro e in vivo contra patégenos causantes de enfermedades en



citricos. EI NaHCOs con una concentracion de 0.25%, inhibe el crecimiento micelial,
la germinacion de esporas y el alargamiento del tubo germinativo de Penicillium
italicum (Lai y cols., 2015). En estudios in vivo ha demostrado ser capaz de reducir
en un 89% la incidencia de la enfermedad en citricos, se asegura que existe una
posible interaccion de esta sal con los residuos en las heridas, generando asi un
ambiente poco favorable para el patdgeno, debido a la presion osmotica (Youssef y
cols., 2012). El bicarbonato de sodio tiene la capacidad de inducir el mecanismo de
defensa en los citricos mediante enzimas como la quitinasa, p-1,3- glucanasas,
peroxidasas y fenilalanina amonio liasa; estas enzimas desempefian un papel
importante en el sistema de defensa contra patégenos debido a su capacidad de
degradar componentes de la pared celular y aumentar propiedades de calidad.
Youssef y cols., (2014) reportan en frutos de naranja inoculados con NaHCO3 (30
ML) una actividad enzimatica mayor de la [(-1,3- glucanasa, peroxidasas y
fenilalanina amoniaco liasa, en comparacion con los frutos control, los frutos
tratados con NaHCOs tuvieron una actividad enzimatica 2 veces mayor a las 48
horas. Dore y cols., (2010) reportan que el uso del NaHCO3 provoca la generacion
de cristales de bicarbonato de sodio amorfos sobre las heridas, en la cuticula del
fruto debido al tratamientos por inmersion, la morfologia y tamafios de los cristales
se ven influenciados por la concentracion utilizada. Recientemente se ha informado
qgue el NaHCOs es capaz de remover fungicidas. En este sentido, Yang y cols.
(2017) reportaron que con concentracion de Fosmet (compuesto organofosforado
compuesto de fenilalanina y un éster ditifosfato con gruos de metilo) se logro
degradar en un 95.8% con tratamientos de inmersion en tiempos de 15 minutos en

soluciones de bicarbonato de sodio.

2.4.2 Acido acético

El 4cido acético es considerado una sustancia GRAS debido a su facil y rapida
degradacion y por ser metabolizado por el tejido vegetal, es un acido empleado en
la industria de los alimentos para inhibir el crecimiento microbiano de diversos
patégenos, su forma de accion se basa en el cambio del pH (Sholberg, 2009). Las

aplicaciones del acido acético pueden ser por inmersion o0 aspersion, en

9



tratamientos de postcosecha también se ha optado la aplicacion en forma de
fumigacion de vapores de acido acético como una técnica para el control de hongos
patdgenos en diversos frutos. Venditti y cols., (2017) usaron concentraciones bajas
de acido acético para el control de Botritis cinerea en tratamientos repetidos de
fumigacion, donde los tratamientos de 5 pL/L durante periodos de 0, 24 y 48 horas
lograron una reduccion en el diametro micelial (4.9-3.8 cm) y los tratamientos de 10
y 20 pL/L obtuvieron una completa inhibicion durante 8 dias demostrando que los
tratamientos de fumigacion son efectivos a nivel in vitro en el crecimiento del
patégeno. Radi y cols., (2010) reportaron el uso de soluciones de acido acético a
temperaturas de 50°C para el control de P.expansum en manzanas, después de 14
dias las manzanas sin tratamiento tuvieron una pudricion de 78%, mientras que los
frutos tratados con acido acético a 50°C por 3 minutos tuvieron una pudricion solo
del 2.2%.

2.5 Descripcion del ultrasonido

El ultrasonido tiene distintas frecuencias de aplicacion y va desde 20 hHz a 10 MHz,
esto permite que se logre trasmitir a través de cualquier sustancia que posea
propiedades elasticas. El cuerpo que genera las vibraciones (sonido) se comunica
con las moléculas del medio, para liquidos y gases, las oscilaciones de las particulas
tienen direccion hacia donde se producen las ondas longitudinales, en cambio, los
sélidos que presentan propiedades de elasticidad cortante, presentan tensiones
tangenciales que dan paso a ondas transversales, y la las particulas tienen
direcciones perpendicular (Manasseh, 2017; T. J. Mason y Lorimer, 2002; T. Mason
y Peters, 2002).

La cavitacion se presenta en las ondas longitudinales y transversales, las
oscilaciones en el liquido, producidas por el ultrasonido, generan presiones que
causan la expansion y contraccion de las burbujas de gas disueltas, se expanden
durante ciclos de presion negativas y se contraen durante ciclos de presién positiva;
durante este proceso las burbujas estdn acompafiadas por la difusién de gas/vapor

dentro y fuera de las burbujas durante la expansion, respectivamente, sin embargo,
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la difusion nunca es igual durante el proceso de acumulacién de masa dentro de la
burbuja a lo largo del tiempo (Ashokkumar y cols., 2007; Leong y cols., 2017). El
mecanismo de la cavitacion se da por tres etapas; la nucleacion, crecimiento de
burbuja y colapso implosivo. Las ondas que se propagan por el medio liquido
generan grietas durante la cavitacion que sirven como punto de partida para la
nucleacion de las burbujas de particulas suspendidas en el medio, las cavidades
crecen rapidamente a través de efectos de inercia generando un efecto de difusién
rectificada durante el proceso de cavitacion (Doicrycz y Suslick, 1990).

Dependiendo de la frecuencia utilizada en por el ultrasonido en un medio liquido, el
efecto de la cavitacion y el colapso de las burbujas produciran suficiente energia
para alcanzar temperaturas de 5000 K y presiones de 300 atmdsferas en pequefias
regiones de alrededor de la burbuja, los violentos colapsos pueden aumentar a
veces hasta la velocidad del sonido en el liquido y como resultado el vapor de agua
y gas dentro la burbuja sufrird una disociacion en radicales como OH, NOy y HNOx

dentro de la burbuja (Mcnamara Ill y cols., 2003; Yasui y cols., 2005).

El uso del ultrasonido ha sido de gran utilidad para distintas areas debido a los
distintos fendmenos que generan como la cavitacion acustica que ya fue descrita,
la transmision acustica y la transferencia de calor (Legay y cols., 2011; Nomura y
cols., 2002). Existe otro fendbmeno que se genera con ultrasonido, pero solo cuando
se utilizan altas intensidades, este es la nebulizacion o atomizacién ultrasonica, que
consiste en generar neblinas finas con gotas que van desde 1 a 5 micras, usando
como cuerpo vibrante elementos piezoeléctricos que generan ondas acusticas a

frecuencias mayores de 2 MHz.

2.6 Nebulizacion Ultrasonica

La nebulizacion ultrasénica (NU) abarca todos los fendmenos de ondas de sonido
gue ocurren en frecuencias mayores a las que el oido humano puede percibir (20
kHz), los nebulizadores ultrasénicos generalmente funcionan mediante la aplicacion
de un campo eléctrico alternativo a un transductor piezoeléctrico en una vibracién
mecénica periédica en contacto con el liquido a nebulizar (Figura 2.3). Las ondas

generadas por los piezoeléctricos se propagan por el medio generando
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perturbaciones de la presion oscilatoria en el liquido dando lugar a oscilaciones
instantdneas de las moléculas del fluido, lo que resulta en la fluctuacion de
temperatura y densidad en funcién de la frecuencia de excitacion (Lang, 1962;
Nyborg, 1982; Ueha y cols., 1985).

Boquilla

Bafles

Ondas
capilares

Transductor
Reservorio ultrasénico

Figura 2.3. Esquema general de nebulizacion (Yeo y cols., 2010)

Se han propuesto distintos mecanismos para la generacion de la nebulizacion, el
primero implica la cavitacion acustica (Figura 2.4), esta ocurre cuando se forman
burbujas de vapor en el liquido a medida que la presién en una region localizada del
liquido disminuye repentinamente debido a las perturbaciones periddicas
introducidas por la excitacion del sonido (Bricefio-Gutierrez y cols., 2015; Qi y cols.,
2008).

A) B)

Cavitacion ultrasénica e implosiéon
—-—
Maximo ‘

tamafio de <=
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Figura 2.3. A) Ruptura de la superficie del liquido mediante ondas ultrasonicas; B)

Mecanismo de cavitacion acustica para la generaciéon de nebulizacion
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Otro mecanismo propuesto es la teoria de capilaridad (Figura 2.5), en la que las
ondas de choque resultantes resultantes de la implosion de las burbujas durante la
cavitacion, conducen a la excitacion de las ondas capilares que dan como resultado
la expulsion de gotas, fisicamente el borde de la burbuja colapsada, se estira
radialmente hacia abajo e inicialmente hacia afuera (Figura 2.5 A y B),
posteriormente hacia adentro, hasta que se contrae para formar un hilo alargado
gue eventualmente se transforma en gotas de aerosol (Figura 2.5 C, D y E)
(Kirpalani y Toll, 2002).

M | (“H
—

Figura 2.4. Mecanismo por capilaridad para la generacion de nebulizacion (Yeo et
al., 2010b)

Estos mecanismos descritos desencadenan la formacion de neblina conformada de
particulas finas por efecto de las ondas ultrasonicas producidas por el
piezoeléctrico. Cuando la amplitud aumenta, aumentan las vibraciones en el medio
formando crestas mas altas y mas profundas, finalmente cuando se alcanza un
amplitud critica, en la cual la altura de la ondas capilares excede la que se requiere
para mantener la estabilidad se forman mediante ondas de expulsién pequefias
gotas de liquido desde la parte inferior de la superficie, las aceleraciones de las
ondas acusticas son transmitidas a la gota provocando una fase de compresion,
gue provoca que la gota implosione y emita choques hidraulicos que rompen la

interfase (Figura 2.6) (Astefanei y cols., 2017; Deepu y cols., 2017)
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Figura 2.5. Generacion de la nebulizacién ultrasonica (Yeo et al.,

2010b)

Diversos autores han sugerido diferentes modelos matematicos para la nebulizacion

ultrasénica, en donde se proponen variables que intervienen en el diametro de la

particula nebulizada; principalmente, que el tamafio de las gotas este determinado

por el tamafo inicial y la amplitud de las ondas (a). Para nebulizadores ultrasonicos,

utilizando el mecanismo de capilaridad,

la amplitud de la oscilacion es lo

suficientemente grande para causar una dispersion de gotas (b) (nebuliza el fluido),

demostrando que el tamafio de gota es proporcional a la longitud de onda del
nebulizador (c) (Figura 2.7) (Kooij y cols., 2019).
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Figura 2.6. Mecanismo de capilaridad (Kooij y cols., 2019)

La nebulizacién ultrasénica tiene un gran campo de aplicacion, tal como en el area

clinica,

revestimiento de superficies, pulverizacion de combustibles liquidos,
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produccién de polvos metélicos y otras aplicaciones (Deepu y cols., 2017). En los
ultimos afios se ha investigado la aplicacion de la nebulizacién y la generacion de

particulas finas en el area de frutos y hortalizas en periodo de postcosecha.

2.6.1 Sistema de nebulizacién ultrasénica para el control de patégenos en
etapa postcosecha

Los sistemas de nebulizacion aplicados en la industria alimentaria se fundamentan
en la aplicacion de sustancias quimicas en forma de nebulizacién que estan
constituidas por gotas pequefias para garantizar una mejor dispersion y area de
contacto para evitar la proliferacion de microorganismos (Brown y Xu, 1999).

En el caso de frutos, la nebulizacion se ha aplicado en postcosecha en higos,
ciruelas, fresas, entre otros; evaluando el control de patégenos y la calidad durante
el almacenamiento. Karabulut y cols. (2009) evaluaron la aplicacion de dioxido de
cloro por nebulizacion para el control de enfermedades postcosecha en higo,
usando concentraciones de 0, 300, 500 y 1000 pL/L de diéxido de cloro durante 60
minutos. La nebulizacién genero gotas de 1.2 um de diametro, este tratamiento se
aplicé a charolas con 20 higos, posteriormente fueron almacenados durante 7 dias
a 1°C. La incidencia natural por el moho gris se redujo significativamente con el
diéxido de cloro nebulizado, siendo el mejor tratamiento el de 1000 uL/L en las frutas
almacenadas. Ademas, los microorganismos en el aire fueron completamente
inhibidos por el didxido de cloro en la concentracion mas alta, demostrando que el
tratamiento por nebulizacion modifica la atmosfera disminuyendo los niveles de CO:

y Oa.

En fresas, Vardar y cols., (2012) utilizaron diéxido de cloro, hipoclorito de sodio,
peréxido de hidrogeno, y acido citrico a concentraciones de 0, 750, 1000, 1500 y
2000 pL/L y concentraciones de 20, 30 y 40% de etanol en un tiempo de
nebulizacién de 60 min (30 min con el nebulizador encendido y 30 min con el
nebulizador apagado dejando circular la neblina). Después de los tratamientos las
fresas fueron almacenadas durante 5 dias a un 1°C. Estos autores reportaron una

reduccion del 80-90% de la pudricién gris con los agentes mencionados.

15



Ademas, se logro la reduccion de los microorganismos de la superficie sin afectar
la calidad visual y sabor de la fruta. Las concentraciones mas eficientes para la
reduccién de hongos y bacterias fueron de 1500 y 2000 uL/L y de 40% de etanol.

Otro agente que se ha nebulizado es el acido peracético, De Velde y cols., (2016)
reportaron la nebulizacion del acido peracético a diferentes concentraciones (3.4,
20, 60, 100 y 116.6 pL/L) evaluando la reduccidén microbiolégica, propiedades de
calidad del fruto y contenido de compuestos bioactivos. Entre 8-10 frutas colocadas
en canastillas fueron nebulizadas estando en contacto con la niebla hasta alcanzar
el tiempo necesario (15, 37.5, 60 y 69.3 min), posteriormente se almacenaron a 2°C
por 7 dias y se realizaron los analisis requeridos. Después de 7 dias el recuento de
microorganismos aerobios mesofilos no aumento en las fresas nebulizadas, por otra
parte, los hongos y levaduras en fresas sin tratamiento de nebulizacion aumentaron
1.6 CFU.

El sistema de nebulizacién también ha sido evaluado en la baya roja por Perkins y
cols., (2017), quienes aplicaron agua desionizada como un control positivo y
posteriormente acido clorhidrico (20 mM), acido citrico (20 mM) y acido acético (893
mM) como tratamientos de nebulizacion aplicados por una hora. En su estudio se
utilizaron un disefio vertical para el prototipo de nebulizacién, en donde 15 frutas
fueron introducidas en un cilindro y la nebulizacion fue de forma ascendente,
impulsada por un flujo de aire, posterior al tratamiento, las frutas fueron
almacenadas a 5.05°C durante 10 dias. En los tratamientos de &acido acético se
observo un 18% de incidencia de pudricion después de 10 dias de almacenamiento
en comparaciéon con el control positivo (72%), el acido clorhidrico (80%), el acido
citrico (55%) y el control sin nebulizacion (70%). Después de 20 dias de
almacenamiento, el tratamiento de &cido acético mostro un 98% de incidencia,
mientras que el resto de acidos el 100%, estos resultados se atribuyen a las
propiedades antimicrobianas de los &cidos organicos débiles en la difusion de

moléculas no disociadas hacia la célula.

En espéarragos como modelo de estudio se realizaron tratamientos con niebla de

agua, sin niebla (control) y la combinaciéon de la niebla de agua y bajas
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temperaturas. Se observé que, los espérragos del tratamiento control, tuvieron una
pérdida de peso de 13.6%, mientras que en los tratados con niebla se disminuyo la
pérdida de peso en un 6%; por el contrario, el tratamiento combinado (niebla y bajas
temperatura) incrementé el peso del esparrago en un 10% conservando las
caracteristicas de color en comparacion a los otros tratamientos después de las 72
horas. A mayor temperatura se observé que habia una evaporacion en la superficie
del producto, en el caso contrario la baja temperatura contribuia a la condensacion
y la infiltracion de la gotas generadas en la niebla mediante los poros abiertos de
los estomas y disminuia la pérdida de agua por la baja presién de vapor saturado
en la temperatura de la superficie del esparrago (Tirawat y cols., 2017).

La nebulizacion ultrasénica también ha sido utilizada para generar nano niebla, esta
se define como como un gas de particulas ultra finas de tamafos de 15 a 600 nm.
El estudio del efecto de la nano niebla se realiz6 en espinaca con el objetivo de
evaluar el efecto de la niebla en la tasa de respiracion de la espinaca. El tratamiento
de niebla de agua destilada fue dado durante 5 horas en un almaceén, posterior a
este tiempo el sistema se apago durante 18 horas, durante ese tiempo se evaluo la
tasa de respiracion por 6 dias. No se observé una diferencia significativa entre el
tratamiento de nebulizacién y el control durante los 6 dias, se menciona que la tasa
de respiracion fue ligeramente mas baja en los tratamientos de nebulizacion durante
los primeros 3 dias con valores de 2.3y 2.7 mmol/kg en condiciones de nebulizacion
y control, se afirma que la perdida de agua se reduce, y el color no mostré diferencia

respecto al control (Saenmuang y cols., 2012) (Cuadro 2.1)
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Cuadro 2.1. Nebulizacién ultrasonica de diferentes agentes en frutos en postcosecha

Fruto Agentes Y, Tlemp_o_(,je Almacenamiento Resultados Referencias
concentracion exposicion y temperatura
Diéxido de cloro, Reduccion del 32.5%
perdxido de microorganismo en la
e Sorinenceni e e
Fresa pocionto /30min en 5 dias/5°C . (Vardar y cols., 2012)
sodio, &cido contacto de decadencia
citrico, etanol del4.5% a 83.2% con
(750, 1000, 1500, dioxido de cloro y
2000puL/L) peréxido de hidrégeno
Formaldehido
37% / Acido L
aceético 99.8% / Redugmorlde la
P " germinacion de
Acido peracético - -
e Penicillium digitatum
4.9, 6% / Perdxido .
de hidrégeno 30 con Formaldehido en (Joseph L. Smilanick y cols
Limon 9 ’ 90 min encendido 20-22°C 95%/ Acido acético en ph L. y "
27,26.5%/ e 2014)
. . 98% / Perdxido de
Hipoclorito de o
: hidrégeno en 97%/
sodio 12.5% / . . X
. - Hipoclorito de sodio
Acido fosférico en 930
50% /Alcohol 0
etilico 95%
Acido Peracético
(5%) con peréxido 5-10 min Reduccion de
Fresa de encendido /5.7, 7 dias/ 2°C microorganismos (Vaccari y cols., 2015)

hidrogeno(20%)/ 15, 37.5, 60, 69.3
3.4,20,60,100y min en contacto
116.6 pL/L

mesofilos y hongos en
la superficie del fruto.
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Acido Peracético 5-10 min

Reduccién en el
recuento de
microorganismos

Fresa (3.4, 20, 60, 100 y encendido / 15, 7 dias/ 2°C aerobios mesdfilos y (De Velde y cols., 2016)
116.6 pL/L) levaduras con
concentraciones de
10.1 pL/L
Reduccion de 0.8, 0.3
Acido . y 2.5 Log en 10m min;
Lechuga peroxiacético 10(;”20%”%?(1?” 22 °C 2.2,3.3y2.7log en (Ohycaols., 2016)
(40ppm) 30 min; 3.4,4.5y 3.8
log
Mezcla de Acido Antocianinas fueron
peracético (5%), 5-10 min los compuestos
perdxido de encendido / 15, ane fendlicos mas
Fresa hidrégeno (20%) y 37.5, 60, 69.3 min [-80°C afectados después de (De Veldey cols., 2016)
agua ( 3.4, 20, 60, en contacto la exposicién a la
100y 116.6 uL/L) nebulizacion
Esparrago  Agua destilada 12 horas al dia 20°Cy 22C Aumento en el peso de Tirawat y cols. (2017)

esparragos en un 10%
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2.8 Dinamica de fluidos Computacional (CFD)

El CFD (Computer Fluids Dynamics) o dinamica de fluidos computacional, es una
herramienta que consiste en la utilizacion de computadores y de técnicas numéricas
para resolver problemas fisicos que se relacionan con el movimiento de los fluidos,
involucrando otros fendmenos asociados como la conservacion de masa,

transferencia de calor, reaccién quimica, etc. (Patankar, 1980).

El CFD comprende un amplio rango de disciplinas cientificas en donde destacan la
matematica, quimica, fisica, programacion e ingenieria; tuvo su origen a partir de la
combinacion de dos disciplinas: mecanica de fluidos y calculo. Con ayuda de esta
herramienta se logra simular procesos de reacciones quimicas, analisis
aerodinamicos, refrigeracion de equipos, simulacion de reactores nucleares, disefio
de productos, etc. La principal ventaja que proporciona el analisis por CFD es la
reduccion sustancial de tiempos y costos en los nuevos disefios, posibilidad de
analizar sistemas o condiciones dificiles de recrear experimentalmente y a un nivel
de detalle ilimitado (Patankar, 1980).

El CFD es ampliamente utilizado en la industria, en la fabricacion, optimizacion y
desarrollo de productos y procesos como aviones, automoviles, barcos, plantas
eléctricas, metalurgia, procesos alimentarios, farmaceéutica, electronica, etc.
Compafiias como la Formula 1 utilizan esta herramienta para realizar calculos y
estudios rapidamente con costos menores comparados con otras herramientas,
desde disefnar automoviles hasta la simulacion del tunel de viento de manera virtual
es utilizado el CFD. La industria espacial, como la NASA utiliza esta herramienta
para el disefio de motores, partes de aeronaves y la simulacién de lanzamientos

espaciales y su rendimiento aerodinamico de diferentes disefios (Figura 2.8).
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Figura 2.7. Aplicaciones de CFD en la industria espacial y la automotriz (NASA 'y
Férmula 1) (Schuster, 2008)

Dentro del CFD existe un dominio en donde se debe definir la geometria, mallado,
condiciones de frontera, condiciones iniciales, modelos matematicos y algoritmos
de solucion. El pre-procesamiento consiste en realizar la geometria virtual utilizando
un paquete llamado GAMBIT (Geometry And Mesh Building Inteligent Toolkit), este
programa permite la generacion de todas las operaciones que se incluyen en el pre-
procesamiento para el andlisis del CFD. Se caracteriza por la capacidad de poder
llevar a cabo la creacion de geometrias, generacion de mallas, posibilidad de

examinar la calidad de la malla y la asignacion de condiciones limite y frontera.

El procesamiento es la etapa del procesamiento donde se obtiene la solucién al
modelo matematico, que consiste en la solucidon simultanea de las ecuaciones de
continuidad, transferencia de momento, transferencia de energia y las ecuaciones
gue corresponden al modelo multifasico y turbulentos segun sea el sistema a

analizar.

Finalmente, el post-procesamiento integra diversos procedimientos, que van
enfocados a asistir al usuario para un mejor analisis de resultados como:
manipulacion del dominio geométrico y de la malla, obtencién y visualizacién de
planos x-y-z, vectores de velocidad, visualizacion de contornos, obtencion de

animaciones.
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2.8.1 Geometriay malla

La generacion de una malla es una parte muy importante en el disefio de un modelo
para simulacion por CFD, debido a que ninguna simulacién puede realizarse sin
haber sido sometido a un pre-procesamiento de mallado con una distribucion de
celdas apropiadas; todas las mallas empleadas usan un nimero de celdas, siendo
la celda, la unidad fundamental del mallado, cada celda tiene un centroide y también
esta limitada por un numero de superficies o caras que a su vez estan ancladas a
una serie de nodos y vértices. Cada problema, relacionado con fluidos, tiene
diversos sistemas de fendmenos o caracteristicas como son: vortices, capas limites,
transiciones y regiones de cambios rapidos de presion y velocidad; por lo tanto, la
cualidad de la malla es definir cada punto para capturar con detalle cada uno de los
fendmenos antes mencionados y permitir el modelado de regiones criticas donde
estos ocurren. Por esto, se ha diversificado el tipo de conectividad existente entre
los diferentes puntos de las celdas en las mallas y se han clasificado dos tipos de

categoria; malla estructura y malla no estructurada (Fernandez Oro, 2012).

La malla estructurada es aquella que estard generalmente alineada con las
direcciones principales de la malla, las lineas de la malla siguen a las lineas de
corriente, las cuales se alinean con los contornos solidos del dominio, las mallas
estructuradas tienen una mejor distribucién, lo que permite que, en el CFD, en
términos de precision, tiempo de calculo y de consumo de memoria computacional

tenga mejores resultados (figura 2.9).

| MALLA ESTRUCTURADA |

Figura 2.8 Esquematizacion de una malla estructurada fuente (Utrilla, 2016)
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Las mallas no estructuradas son aquellas que contienen celdas, tanto regulares,
como irregulares para un mismo dominio; permitiendo cubrir, con celdas
tetraédricas, cualquier dominio tridimensional sin necesidad de conocer la topologia
del mismo. Una de sus principales ventajas es la capacidad de efectuar un
refinamiento local de la malla, sin afectar la distribucion de celdas fuera de esa zona,
y, por lo tanto, la utilizacion de una malla no estructurada permite incrementar la
precision de los calculos en regiones con fuertes gradientes del flujo y ahorrar tanto

gasto computacional como tiempo de célculo (Figura 2.10).

[ maLA No EsTRUCTURADA |

Figura 2.9. Esquematizacion de una malla no estructurada (Utrilla, 2016)

Por tal motivo, la correcta generacion de la malla es uno de los pasos mas
importantes en el pre-procesamiento, debido a que se debe conocer con detalle el
comportamiento del fenémeno que ocurrira dentro del modelo virtual y en base a
eso se generard la malla, también se decidira la relacion de aspectos de elementos

en distintas partes de la geometria generada.

2.8.2 Ecuaciones diferenciales de conservacion

Las ecuaciones que rigen la mecanica de fluidos estan expresadas en términos de
variables especificas o intensivas, es decir, de cantidades expresadas por unidad
de masa. Las ecuaciones de Navier-Stokes son la herramienta mas poderosa para
la dinAmica de fluidos computacional, sin embargo, son dificiles de resolver en su

forma completa. Para describir completamente el movimiento de un fluido deben
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conocerse las siguientes cantidades del sistema: temperatura, presion, densidad y
velocidades en las direcciones x, y, z (Bertin, 1983).

Debido a la existencia de 6 incognitas se necesitan 6 ecuaciones para la resolucion
del flujo tridimensional, para ello se utilizan 6 ecuaciones; la ecuacion de
continuidad, las 3 ecuaciones de Navier-Stokes, la ecuacion de energia y la ley de

los gases ideales.

Ecuacion de continuidad: La ecuacion de conservacién de masa o de continuidad,
establece que el incremento de masa en el interior de un elemento fluido es
resultado del flujo neto de masa hacia dicho elemento, en otros términos, la
velocidad de acumulaciéon de masa es igual a la velocidad de entrada de masa,
menos la velocidad de salida de masa. Expresada de forma diferencial se tiene:

a_;;_l_aa (pu )+ (pvy) + pWZ) =0 (ec.1)

Ecuacion de cantidad de movimiento (momento): La ecuacion de la cantidad de
movimiento establece que la velocidad de acumulacion de cantidad de movimiento
sera igual a la velocidad de entrada de cantidad movimiento menos la velocidad de
salida de la cantidad de movimiento, mas la sumatoria de las fuerzas que actien
sobre el sistema. Esta ecuacion es la representacion de la cantidad de movimiento,
es decir, la representacion matematica de la ley de Newton; la cual establece que
la fuerza neta que actla sobre una particula de fluido, es igual a la razén de cambio
en el tiempo, del momento lineal de la particula. Las principales fuerzas que actian
sobre el sistema son aquellas que actian sobre la masa del elemento, es decir, las
fuerzas de cuerpo y de superficie: fuerzas de presion y corte (cizalla). El

componente de cada eje es:
Componente x:

du 4 (V |7) _ du 2 7. ]7] d [ (8u 61])] [ <6w au)] )
Pac™P u=pfe ax ax 2o T3H ay 1“\ay " ax/l T 5z (ec.2)
Componente y:

dv 4 (V |7) [ <6u av)] ap d [2 dv 2 v ‘7]_'_ [ <6w av)] 3
P TP v=rh MGy T ax)l "oy Taxl2ay T3¢ az1M\5y taz)] (ee®
Componente z:
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ow N (V |7) [(6W 6u>]+6[ (0v+0W)] 6p+6[2 ow 2 .7 4
Poc™P W= Pt or [ 0zl Tay 1" \oz T ay)1 T 9z T 921" 9z T 3H (ec.4)

2.8.3 Discretizacion y método de volumen finito

Para realizar los calculos en CFD se necesita establecer dominios para cada
variable (densidad, velocidad, presién y temperatura), este dominio puede ser
continuo, donde cada variable mencionada estéa definida en todos los puntos del
espacio; por el contrario, un dominio discreto establece que cada variable sera
analizada en puntos especificos que son configurados con una malla (nodos). Este
proceso se le conoce como discretizacion espacial, también es necesario realizar
una discretizacion temporal, en donde las ecuaciones que gobiernan el CFD tienen

un comportamiento dependiente al tiempo.

La metodologia de volumen finito se basa en la division del dominio en diferentes
celdas, en donde los valores discretos quedaran descritos por un conjunto de
ecuaciones algebraicas que relacionan el valor de la variable en una celda (volumen
de control) que sera relacionado con los valores de las anteriores y siguientes

celdas.

Se debe tomar en cuenta las derivadas en las ecuaciones diferenciales que

gobiernan las series de Taylor, para ello se considera la siguiente ecuacion (ec. 5)

d
d—i+®; 0<x<1; 9(0)=1 (ec.5)

En donde @ es una variable fluidadinamica cualquiera en un dominio entre O y 1,
tomando la ecuacion diferencial anterior e integrandola sobre un volumen de control

unidimensional P se obtiene la siguiente ecuacion (ec. 6).

fe(z—f>dx+fe®dx=0 (ec.6)

Tomando en cuenta la variacion lineal entre los centroides de las celdas y la

variacion de @ de cada celda como @ se obtiene que:
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Op— 0 0,—0
Ay Ay

Y+ A= 0 (ec.7)

La ecuacion anterior puede ser representada por la figura 2.11, donde la notacién
de P representa la celda actual, W y E representan las celdas de la izquierda y
derecha, reordenando la ecuacidén anterior considerando los coeficientes de

variacion lineal se llega a:
apQ)p = aEQ)E + aw®W + b (eC. 8)

En donde a,, ag, a, son coeficientes de variacion lineal en cada celda, de este modo

se garantiza una convergencia de la variable sobre la celda, el flujo que entre en la
celda debe ser igual a los flujos de salida y se cumple para cualquier tamafio de

celda.

dx,, Sx,

—
v
&
¥

x Ax

Figura 2.10. Discretizacion unidimensional por volumen finito

2.8.4 Algoritmo de segregacion basado en la presion

El algoritmo es un solucionador con el cual las ecuaciones gobernantes son
resueltas secuencialmente, dichas ecuaciones no son lineales y el bucle de solucién
debe ser llevado de forma iterativa a fin de obtener una solucion numérica
convergente. Se utilizan diferentes variables para resolver las ecuaciones (u, v, w,

p, T, k) y cada vez que es resuelta, también es segregada de otras ecuaciones.
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2.8.5 Modelo multifasico (VOF)

El modelo VOF (Launder y Spalding, 1974) permite el modelado de dos o mas
fluidos inmiscibles, mediante la resolucién de un Unico conjunto de ecuaciones para
la conservacion de masa, momento y energia. La fraccion de volumen de cada una
de las fases se resuelve con una ecuacion de transporte, a partir de la cual es
posible definir la posicion y evolucion de las interfases. EI VOF se basa en la
suposicion de que los fluidos participantes no estan interpenetrados, por lo que se
limita al andlisis de flujos estratificados como superficies libres o grandes bolsas de

gas atrapadas o transportadas en corrientes fluidas.

Cada fase que se incorpora al modelo introduce su fraccion de volumen al célculo,
estas fracciones de volumen cumplen las premisas del modelo euleriano, en donde
Sus ecuaciones son las mas precisas para esquemas multifasicos ya que pueden
modelar distintas fases liquidas, sélidas o gaseosas. El modelo euleriano involucra
la solucidn de las ecuaciones de continuidad, cantidad de movimiento y energia en
cada fase, lo que permite un acoplamiento entre cada fase; también es posible
incluir reacciones heterogéneas que permitan la transferencia de calor y masa entre

fases. La fraccion de volumen de cada fase g-é€sima, se denota como a,,. La fraccion

de volumen representa el espacio ocupado por cada fase, de modo que:

V, = f agdV (ec.9)
14
De esta forma, para cada fase, se resuelve una ecuacion de continuidad y cantidad
de movimiento. La fraccién de volumen de cada fase vale 0 en aquellas celdas en
donde no hay presencia de esa fase, vale 1 en aquellas de dicha fase y solo puede

variar entre 0y 1 en aquellas celdas donde precisamente se encuentre la interfase.

Los campos de todas las variables de un fluido dinamico son compartidos por todas
las fases y representan valores promediados en funcion de las fracciones de

volumen en cada celda, en particular la ecuacién de momento se aplica, en donde
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se muestra que es dependiente de las fracciones de volumen de todas las fases a
través de las propiedades de densidad y viscosidad de cada fase.

a - > > -
&(pv) + V- (pvv) = -Vp + V- (uVv) + pg + E, (ec.10)

Donde E’ es la fuerza volumétrica, que sirve para implementar el efecto de la tension

superficial en el calculo de las interfases.

2.8.6 Modelos de turbulencia

Las diferentes variables del fendmeno de la turbulencia son descritas mediante las
ecuaciones ya desarrolladas, (la ecuacion de continuidad, momento y energia). La
resoluciéon numérica de los flujos turbulentos puede abordarse desde diferentes
puntos de vista en funcion del nUmero de escalas de la turbulencia que se desea
simular. Existen tres aproximaciones diferentes: la simulacion numérica directa
(DNS), simulacion de vortices grandes (LES) y simulacion RANS (ecuaciones de

Navier-Stokes promediadas por Reynolds).

Al describir un flujo turbulento es recomendable expresar los componentes de
velocidad local como la suma de un movimiento medio mas un movimiento de

fluctuacion.
u=u+u'(ec.11)
v=v+v (ec.12)

Donde los u y v representan el valor promedio en el tiempo de la componente de

velocidad y u' y v’ representan la velocidad fluctuante.

El método RANS es el mas utilizado para introducir la simulacion de la turbulencia
en la metodologia numérica, este método utiliza la idea del alisado de modo que el
operador utilizado (ec. 13) que se emplea para buscar el comportamiento estadistico
de las variables del flujo es un promedio temporal sobre las ecuaciones de

transporte.
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1 t+T
ﬁ=—f udt (ec.13)
T 1

Donde T corresponde a un intervalo de tiempo mucho mayor que el anterior, este
operador permite descomponer cualquier variable en su valor medio y su parte
fluctuante; para que esta operacion tenga sentido estadistico, el tiempo de promedio
tiene que ser mucho mas grande que el periodo caracteristico de las fluctuaciones
turbulentas de la escala integral. Al introducir el operador promedio en la ecuacién
de la continuidad se obtiene:
_du _ou du, 0%u o R
Pl + pv@ = Pelle - + MW - p@(u’v') (ec.14)

Donde, el ultimo término representa el esfuerzo cortante turbulento, que al sumarse
con los esfuerzos asociados al flujo descritos en la ecuaciéon de movimiento se

obtiene:

au 21 T4,7
Tey = U (@> —pu'v’ (ec.15)

2.8.7 Modelo k-épsilon

El modelo k-épsilon propuesto por Jones y Launder (Colleen D., 2002) utiliza la
viscosidad turbulenta que se calcula a través de su relacion con la energia cinética

(K) y su velocidad de disipacion (g):

[7] 0 ok
o (pk) + a—xi(pkui) = [(M + g—;) a_xi] + Gy + Gy, — p. — Yy + Si (ec. 16)

2
Oxi
d d 5} 5} 2

50 (P8) + 5~ (peuy) = = [(M + Z—:) a—;] +Crer+ (G + C3 + Gp) — Coep=—+ ;. (eC. 17)

La viscosidad turbulenta es la relacion entre una escala de velocidad turbulenta y

una escala de longitud y se representa por:

2

U = pCM? (ec.18)

29



En las ecuaciones (ec.16) y (ec. 17), k es la energia cinética turbulenta, € es la tasa
de disipacion, u; es la componente de velocidad del vector u (x), G, es la tasa de
generacion de energia turbulenta por los gradientes de velocidad, G, es la tasa de
generaciéon de energia turbulenta debida a las fuerzas de flotabilidad, Y, es la
contribucion de la dilatacion fluctuante en turbulencia a la tasa global de disipacion

Yy Cli €S una constante.

Las constantes del modelo son: C;, = 144y (., =192, €, = 0.09, 0, = 1.0, 0, =

1.3

El modelo k-épsilon es un modelo semi-empirico que se basa en la modelacion de
dos ecuaciones de transporte para la energia cinética turbulenta, k, y para su tasa
de disipacion, €. La ecuacion de transporte para k se obtiene de su ecuacion exacta,
mientras que la de € se deduce de razonamientos fisicos y analogias diversas con

la de k. De este modo la variable € es la que determina la escala de la turbulencia.

2.8.8 EI CFD y su aplicacion en la postcosecha

La aplicacion del CFD es muy amplia, una de las areas en la que en los dltimos
afos ha tomado fuerza la utilizacion de esta herramienta, es en la industria
alimentaria. Principalmente se ha utilizado para investigar flujos, transferencia de
calor y masa, difusion de gas, cinética y dispersion de gotas en diversos sistemas
(Ambaw y cols., 2013; Delele y cols., 2012; Duga y cols., 2017; Park y cols., 2019).
Umeno y cols., realizaron un estudio sobre la distribucion de la temperatura en
refrigeradores usando una simulacion por CFD, se utilizé un modelo dependiente
del tiempo y el modelo k-g estandar para la simulacion, la simulacién consistié en el
disefio de dos refrigeradores que eran enfriados con un suministro de niebla
ultrasénica y nano niebla y se utilizaron ventiladores axiales y radiales para impulsar
la neblina en los refrigeradores, se destacé la obtencion de la distribucion de los
vectores de velocidad y los contornos de temperatura a lo largo del tiempo,
demostrando que la niebla ultrasénica logra enfriar en menor tiempo que la nano

niebla, esto debido al tamafio de particula (Ambaw y cols., 2013).
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El presente estudio pretende evaluar la nebulizacion ultrasonica a nivel in vitro e in
vivo y obtener sus vectores de velocidad, diversos estudios se han realizado
utilizando el CFD para optimizar almacenes con frutos y usando nebulizacién
ultrasénica. Delele y cols. (2012b) evaluaron un sistema de termonebulizacion sobre
el almacenamiento de frutos en postcosecha, usando un modelo en CFD, donde
utilizaron el modelo Reynolds-averaged para obtener la distribucién de particulas,
velocidades y deposicion de particulas sobre los frutos. Estos autores obtuvieron
una simulacion en donde se observaba que las particulas no lograban fluir a lo largo
del estante y no llegaban a la superficie de los frutos, ademas las particulas se

depositaban sobre el termonebulizador lo cual podria ocasionar un dafio en el

equipo. Por lo que, se optimizo la geometria agregando deflectores en las paredes
para lograr el cambio en la distribucion de las particulas, obteniendo asi una mejora
en el flujo y la trayectoria de las particulas sobre el estante, y por lo tanto,
alcanzando a llegar a la superficie del fruto y evitar que se depositaran sobre el
equipo. En el Cuadro 2.3 se muestra un resumen de algunos trabajos en

postcosecha donde se involucra el CFD.

Cuadro 2.2. Investigaciones realizadas en el area de postcosecha usando el CFD

Sistema Modelado Modelo de turbulencia Técnica Numérica Referencia
Almacén y estante . (Delele y cols.,
de frutas Reynolds-averaged Volumen Finito 2012b)

Cajas de plastico
con frutas de
manzana

Almacén enfriando
por nano niebla y
niebla ultrasénica

Fila de caja de
frutas en
almacenaje en 2D

Manzanas

Sistema de
Desinfeccion

Cambio de gases en
peras en cajas de
transporte

Reynolds-averaged

Standard k-¢

Reynolds-averaged

Flujo laminar

Flujo laminar

Reynolds-Averaged

Volumen Finito

Volumen Finito

Volumen Finito

Volumen Finito

Elemento Finito

Método de Elemento
Discreto

( Ambaw y cols.,
2013)

(Umenoy cols.,
2015)

(Delele y cols.,
2009)

(Martins y cols.,
2011)

(Park y cols.,
2019)

(Delele y cals.,
2018)
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

CAPITULO 3. JUSTIFICACION

El estado de Nayarit como productor de diversos frutos se enfrenta a pérdidas
econdémicas en la etapa postcosecha a causa de hongos patdgenos causantes de
enfermedades. Por otra parte, los problemas derivados por uso de fungicidas en
agricultura justifican la busqueda de nuevos compuestos activos y estrategias de
control que los sustituyan de una manera eficaz y segura. Por lo que se estan
estudiando sistemas alternativos para el control de patégenos en la etapa
postcosecha. El bicarbonato de sodio es un agente GRAS que ha presentado efecto
inductor de mecanismos de defensa en los frutos y efecto inhibidor para el control
de dichos patogenos, especialmente por su propiedad antifungica, obteniendo
buenos resultados en frutos como guanabana, papaya, mango y entre otros. El
acido acético es también un agente GRAS que ha demostrado ser efectivo en bajas
concentraciones para el control de hongos en frutos. Los sistemas de aplicacion de

agentes comunmente son por inmersion o por aspersion.

La nebulizacion ultrasonica es una tecnologia poco explorada en México, su
beneficio primordial se basa en la reduccion del agente que se requiera nebulizar
para el control de patégenos en periodos postcosecha, su forma de aplicacion es
sencilla, versatil y escalable a diferentes sistemas, las particulas finas generadas en
la nebulizacién optimizan la dispersion y homogeniza el area de contacto en los

frutos, econdmicamente es un sistema viable y amigable con el medio ambiente.

Es por eso que en este estudio de investigacion se busca obtener nueva informacion
sobre el potencial de la nebulizacion como sistema de aplicacion usando
bicarbonato de sodio y acido acético como agentes de control de hongos patdgenos
en frutos en etapa postcosecha. Por lo que se contemplé evaluar el efecto de la
nebulizacién para el control del Penicillium italicum mediante el disefio de un
prototipo de nebulizacién donde se busc6 optimizar el tiempo de exposicion y la
concentracion del bicarbonato de sodio y acido acético realizando analisis in vitro e

in vivo para evaluar el efecto de la nebulizacién de los agentes sobre la inhibicién
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del hongo y calidad del fruto de limén persa. Ademas, para conocer el
comportamiento de la niebla en el sistema de nebulizacion (distribucion, velocidad,
flujo), obtener informacion de su alcance e interaccién con el hongo durante los

tratamientos y poder realizar una validacion se incluy6 un analisis por CFD.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

CAPITULO 4. HIPOTESIS
La nebulizacién de bicarbonato de sodio y acido acético causara un efecto inhibitorio
de Penicillium italicum a nivel in vitro e in vivo en el limén persa y con el uso de CFD
se lograra obtener la fluidodinamica de la neblina dentro del sistema de nebulizacién
ultrasoénica, para poder asegurar la deposicibn homogénea de dichos agentes sobre

los frutos.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS
CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la nebulizacién ultrasénica como sistema de aplicacién de

bicarbonato de sodio y &cido acético para el control de Penicillium italicum y en la

calidad del fruto de limén persa en etapa de postcosecha.

5.2 Objetivos Especificos

Disefiar el sistema de nebulizacion ultrasénica para la aplicacion de los
agentes de control (bicarbonato de sodio y &cido acético).

Establecer las concentraciones de bicarbonato de sodio y acido acético para
su nebulizacion con base en pruebas in vitro (porcentaje de Inhibicion,
porcentaje de germinacion y esporulacion) del hongo Penicillium italicum.
Obtener la dinamica de fluidos del sistema de nebulizacion ultrasénica
mediante CFD, para evaluar la homogeneidad del flujo y la distribucion de la
velocidad de la neblina dentro del sistema.

Evaluar el efecto de los tratamientos de nebulizacion ultrasénica de los
agentes utilizados sobre el porcentaje de incidencia y severidad de la
pudricion azul en limén persa.

Evaluar el efecto de los tratamientos de nebulizacion ultrasénica de los
agentes sobre algunos parametros de calidad (porcentaje de pérdida de
peso, firmeza) del limén persa durante su almacenamiento a 6°C.

Validar el comportamiento del sistema de nebulizacion ultrasonica
experimental en las pruebas in vitro e in vivo mediante los resultados de la

simulacion de la neblina utilizando CFD.
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS
CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Plan general
En los siguientes esquemas se muestran las dos etapas del plan de trabajo

_— Dinamica de fluidos
St 1invivo SRR CoSE i v

e

Reactivacion de Penicillium - \
italicum ' . ) )
L ) Aplicaciones de Pre-Procesamiento
- " | nebulizacion de agentes
-
Preparacion de soluciones | - N
\ /| Severidad e incidencia de ,
- ~ la enfermedad Procesamiento
Analisis In vitro ~ -\ J
4 ™
J .y 4 N
p § Evaluacion de
Efecto de concentraciones parametros de calidad Post-Procesamiento
de los agentes - AN y

6.2 Reactivacion del Penicillium italicum

La cepa conservada a -80°C de P. italicum aislada de frutos de limén, se sometié a
descongelacion y se colocé en papel filtro dentro de una campana de flujo laminar
hasta eliminar completamente el exceso de humedad. Posteriormente, se colocaron
discos del hongo en cajas Petri con PDA (agar papa dextrosa) previamente
preparadas y se incubaron a 25°C hasta el desarrollo del hongo (Gonzéalez-Estrada,
2017).

6.3 Preparacion de agentes GRAS
Se prepararon soluciones de bicarbonato de sodio grado reactivo en
concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 % (v/v) y las soluciones de acido acético fueron

en concentraciones de 0.5, 1.0y 1.5% (Perkins y cols., 2017).

6.4 Sistema de nebulizacion ultrasénica
La camara de nebulizacion se disefié y construyo con dos depdsitos para colocar

las soluciones a nebulizar, se us6 un piezoeléctrico de nebulizacién (2MHz, 240V,
300W), en donde, el volumen de solucién a nebulizar en cada depdsito fue de 235

ml (volumen necesario para cubrir el piezoeléctrico). La dimensiones de la camara
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donde se colocaron los limones para la parte in vivo son de 50x30x15cm
respectivamente. La capacidad de la camara fue para 15 limones, de acuerdo a las
medidas de la camara, el volumen de niebla fue de 22.5 litros, el material utilizado
para fabricar el equipo fue de acrilico de 3mm de espesor.

6.5 Tratamientos de nebulizacion ultrasénica en P. italicum in vitro.
Se tom6 una caja Petri con el patégeno P. italicum y mediante un sacabocados se

tomaron discos del hongo de un didmetro de 5.2 mm, los cuales que fueron
colocados sobre varios moédulos; cada médulo esta provisto de un portaobjetos
sostenido por una base de algodén dentro de una caja Petri y en cada médulo se
colocaron 5 discos del patdogeno (Figura 6.1). Todo el material del modulo fue

previamente esterilizado para evitar contaminacion.

Los tratamientos de nebulizacion consistieron en la aplicacion de los agentes GRAS
bicarbonato de sodio en concentraciones de 1.0, 2.0y 3.0% (v/v) y acido acético en
concentraciones de 0.5, 1 y 1.5% (v/v). Como control positivo se nebuliz6 agua
destilada y como control negativo el hongo sin nebulizar. Para los tratamientos de
nebulizacién se colocaron 3 médulos para los 3 tiempos de exposicion 5, 10 y 15
minutos. Una vez concluido el tiempo de exposicidon, con ayuda de una aguja de
diseccidn y pinzas estériles, se tomaron los discos del patdgeno y se colocaron en
cajas Petri con medio PDA, al que previamente se le habian hecho huecos de 5 mm
en la parte central; posteriormente las cajas se incubaron a 25°C durante 4 dias.
Este mismo procedimiento se realiz6 para cada concentracion de bicarbonato de

sodio, acido acético y el control positivo.

Figura 6.11. Médulo de soporte para los discos con el hongo.
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6.6 Disefio experimental y analisis estadistico de la etapa in vitro.
Para la etapa in vitro se utilizé un disefio factorial 2x3x3 como disefio experimental

y para el andlisis estadistico se utiliz6 una ANOVA y una prueba F de Fisher para la

diferencia de medias con el software STATISTICA 12.

6.7 Pruebas in vitro.

6.7.1 Crecimiento micelial.
El crecimiento micelial de los hongos sometidos a los tratamientos de nebulizacién

con los agentes GRAS fueron comparados con el control positivo y negativo a los 4
dias de inoculacién (Shao y cols., 2015). Debido a que el crecimiento de P. italicum
no es homogéneo se tomaron fotografias de las cajas Petri y fueron procesadas
mediante el software ImageJ para obtener el area del hongo. Las mediciones fueron

cada 24 horas y se calculo el %ICM mediante la ecuacion (19).

t
%ICM = ( )* 100 (ec.19)

En donde:
ICM= Porcentaje de inhibicion micelial
dt= Diametro del tratamiento

dc= Diametro de control.
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6.7.2 Esporulacion
Después de evaluar el crecimiento micelial del hongo, se determiné la esporulacién

de P. italicum usando las cajas Petri con el micelio en desarrollo, brevemente, se
afiadieron 10 ml de agua destilada estéril y se removié el micelio con ayuda de una
varilla de vidrio estéril. La suspension fue filtrada con ayuda de gasas estériles en
tubos falcon, la solucién de esporas se coloc6é en una camara de Neubauer en un
microscopio Optico (Motic BA300, EEUU) con un objetivo 40x. Para determinar la

concentracion de esporas se uso la ecuacion siguiente (20).

Celulas N 25« 10  F -
_ = — % * * .
ml 10 (ec.20)

Donde:

F: Factor de dilucion

25: Numero total de cuadrantes

N: Suma total de células contadas en 5 cuadrantes

10* Factor de conversion (nimero de células por cuadrante a nimero de células

por ml)
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6.7.3 Porcentaje de germinacion
Para la determinacion del porcentaje de germinacién se realiz6 una suspension de

esporas de 1x10° esporas/ml. Después se tomaron alicuotas de 100 ul y se
colocaron en un disco de PDA con un didmetro de 20 mm, el disco fue sometido a
los tratamientos de nebulizacion anteriormente mencionados. Los discos se
ubicaron en un microscopio y se observé la germinacién durante 12 horas con un
objetivo 40x, se consider6 como germinada una espora cuando el tubo germinativo
es el doble del tamafio de la espora. Se usé la siguiente ecuacion para calcular el

porcentaje de germinacion (21).

No.de esporas germinadas

% germinacion = X 100 (ec.21)

No.de esporas totales

6.8 Tratamientos de nebulizacion ultrasonica en P. italicum in vivo.
Para este estudio, los frutos de limon persa fueron provenientes de huertos del

municipio de Tepic del estado de Nayarit, seleccionados en madurez de consumo,
libres de dafios por patdégenos e insectos, sin golpes o heridas. Los frutos fueron
enjuagados en una solucién de hipoclorito de sodio al 2% y enjuagados con agua

durante 1 minuto.

Los frutos fueron colocados en la parte central dentro de la camara de nebulizacion
(15 limones) para ser sometidos a los tratamientos que mostraron con base en las
pruebas in vitro los mejores resultados. Como control positivo se nebulizé agua y

como control negativo los frutos sin nebulizar.

La aplicacion de la nebulizacién ultrasénica in vivo se realizé empleando dos
modalidades, un tratamiento curativo y uno preventivo, para lo cual se uso6 una caja
Petri del hongo P. italicum de 7 dias de crecimiento y se prepard una suspension de
esporas colocando 10 ml de agua destilada, posteriormente se ajusto la suspension

a 1x10° esporas/ml.

Ademas de la modalidad curativa y preventiva de los tratamientos ante P. italicum,

se evaluo la calidad de los limones expuestos a los tratamientos de nebulizacion.
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6.8.1 Tratamiento curativo.
Se procedio a realizar la inoculacion de 10 pl de la suspension de esporas de P.

italicum mediante heridas generadas con un punzon, después de inocular los frutos
se dejaron secar por 30 minutos en area estéril con el fin de que las esporas se

establezcan, posteriormente se aplicaron los tratamientos de nebulizacién.

6.8.2 Tratamiento preventivo.
Para el tratamiento preventivo, los frutos fueron sometidos primeramente a los

tratamientos de nebulizacién, posteriormente se dejaron secar durante 1 hora y por
ultimo de llevé a cabo inoculacion de 10 pl de la suspension de esporas P. italicum

mediante heridas generadas con un punzon.

6.9 Disefio experimental y analisis estadistico de la etapa in vivo.

Para la etapa in vivo se utilizd un disefio unifactorial como disefio experimental y
para el analisis estadistico se utiliz6 una ANOVA con una prueba de Tucky para la
diferencia de medias con el software STATISTICA 12.

6.10 Pruebas in vivo.
Las pruebas in vivo se evaluaron por durante 20 dias a dos temperaturas de

almacenamiento: 15y 25 °C

6.10.1 Porcentaje de incidencia.

Se evalué el porcentaje de incidencia de la enfermedad en los frutos mediante la

siguiente ecuacion (22).

# de heridas infectadas

%incid a = 100 .22
Hincidencia # de heridas totales x (ec.22)

6.10.2 Porcentaje de severidad de la enfermedad.
El porcentaje de severidad de la enfermedad producida por el hongo se evalué

tomando fotografias del avance de la infeccién cada dia, midiendo el crecimiento
del desarrollo micelial sobre las heridas donde fueron inoculadas. Para calcular el

porcentaje de severidad se us6 la siguiente ecuacion (23).

_ DLA
Y%severidad = mxlOO (ec.23)
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Donde:
DLA: Diametro promedio de las lesiones de las heridas control
DLC: Diametro promedio de las lesiones de las heridas tratadas

6.11 Parametros de calidad.

Con el objetivo de verificar que la calidad de postcosecha de los frutos no se viera
comprometida, después de los tratamientos de nebulizacion, se realizaron las
siguientes pruebas de calidad por 20 dias a una temperatura de almacenamiento
de 15°C.

6.11.1 Firmeza.

Se determing la firmeza mediante un texturometro modelo TA-XT Plus empleando
la prueba de penetracion a lo largo del fruto con cascara, se hizo una medicién por
fruto hasta la perforacion de la corteza. Los resultados fueron expresados en
Newtons (N) utilizando el software del equipo.

6.11.2 Porcentaje de pérdida de peso.

La pérdida de peso se midié cada 24 horas, se colocO una caja de plastico sobre
una balanza analitica para calibrar el peso, posteriormente se colocaron los frutos
en la caja y se tomo el peso (Tirawat y cols., 2017). El porcentaje de pérdida de

peso fue calculado usando la siguiente ecuacion (24).

) Wt —Wo
% perdida de peso = leOO (ec.24)

Donde:
Wo: peso inicial de fruto (gr).
Wt: peso del fruto a través del tiempo (gr).

6.11.3 Solidos solubles totales.
Los sélidos solubles totales se analizaron con ayuda de un refractometro digital

marca Atago. Los resultados seran expresados en °Brix (AOAC, 2000).
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6.11.4 Acidez titulable.
La acidez titulable fue determinada usando 5 gramos de muestra homogénea, fue

diluida en 5 ml de agua destilada y se afiadieron 3 gotas de fenolftaleina como
indicador, fue titulado con NaOH al 0.1 N. Los célculos fueron reportados en el
porcentaje de acido predominante del fruto con la ayuda de la siguiente ecuacion
(25) (AOAC, 2000):

Normalidad de NaOH x Vol. de NaOH gastados (ml)x Meq
cantidad de muestra (gr)

% de acidez = x100 (ec.25)

6.11.5 Determinacion de porcentaje de jugo.
El porcentaje de jugo se midi6é usando la metodologia de Nasrin y cols., (2020) con
algunas modificaciones. Se uso el jugo de limon extraido y fue dividido entre su

peso total y expresado en porcentaje.

6.11.6 Determinacion de color.
El color de los frutos se evalud con un colorimetro High-Quality Colorimeter, Focus
on color (Shanghai, China) basado en CIE (L*a*b*). Donde L* es la luminosidad y

los valores de a* y b* se usaron para determinar el croma (c) y el angulo hue (h).

6.11.7 Determinacion de pH.
La determinacion de pH se realizd utilizando un potenciometro marca Hanna
Instruments HI 2210 previamente calibrado, sumergiendo el electrodo en la muestra

y tomando la lectura correspondiente (AOAC, 2000).
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Simulacion Matematica de Ia

Distribucion de Neblina en el Sistema

de Nebulizacion Ultrasdnica.

6.12 Metodologia de dinamica de fluidos por computadora (CFD).
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Figura 6.2 Diagrama de flujo del sistema de nebulizacion por medio de CFD.
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6.12.1 Pre-procesamiento.

6.12.1.1 Creacion de la geometria virtual.
La simulacibn mateméatica reproduce la representaciéon del comportamiento

fluidodinamico de la neblina, generada por el nebulizador ultrasénico, dentro del
sistema disefiado para las pruebas in vitro. La geometria se compone de dos
columnas laterales, (de las cuales, la izquierda contiene un nebulizador y una
entrada de aire), una parte central (donde se encuentran las estructuras dentro del
sistema que representan cajas Petri y sus dimensiones) y una columna derecha
(para agregar un nebulizador de ser necesario), para motivos de esta investigacion

solo se utilizé la columna izquierda (figura 6.2) y (figura 6.3).

8.0cm
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15.0cm
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Figura 12.3 Modelo Virtual del Sistema de Nebulizacion en su a) vista frontal y b)

vista superior.
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Figura 13.4 Acercamiento del sistema de nebulizacion ultrasénica y dimensiones

de las cajas Petri, muestras de hongos y nebulizador, desde una vista superior.

La simulacion del sistema de nebulizacién con los frutos utilizé el mismo sistema
indicado anteriormente, pero se afiadieron 15 esferas de 5 cm ubicadas en la parte

inferior que son la representacion de los frutos de limon persa (figura 6.5).

a)

I Limones (Esferas 5 cm)

99999
PIIII
DIIIJ

b)

(@)
N

Figura 14.5 Sistema de nebulizacion ultrasonica con frutos de limén, a) Vista
lateral y b) vista superior de sistema.
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6.12.1.2 Generacién del mallado.
Posterior a la generacion de la geometria, se debe realizar la segunda etapa del

pre-procesamiento, la generacion de la malla. Se debe discretizar el espacio del
dominio del fluido en pequefias celdas llamadas elementos o volumenes finitos que
formaran parte de la malla. La calidad de la malla determinara, en gran medida, la
simulacion y la calidad de los resultados obtenidos, debido a que la convergencia
del problema depende principalmente de la misma.

En la figura 6.6 y 6.7 podemos observar la malla que se desarroll6 en la geometria
y con la cual se realiz6 la simulacion, la malla fue una combinacién que consta de
300,000 elementos, y con una deformacion de 0.75 que es aceptable para llevar a
cabo las condiciones de simulacion. La principal caracteristica de la malla es su
composicion, se compone de malla hibrida con la mayor parte de los elementos
estructurados. El uso de este acoplamiento evita mas elementos en la malla y que
se requiera un mayor gasto computacional. Se observa una vista frontal (a)
mostrando la distribucion de los elementos en la malla, en la parte inferior, donde
se encuentran las cajas Petri, se us6 malla hibrida para obtener un mejor
acoplamiento, la columna del nebulizador tiene una parte hibrida donde se ubica la
salida del flujo de neblina. Lo que resta del sistema se compone de malla
estructurada. Se comenzo a mallar la columna izquierda con el nebulizador con una
parte estructurada y una parte hibrida debido a su condicion de interior y la entrada
de velocidad del aire, posteriormente se realiz6 el mallado de la parte central del
sistema con una combinacién de malla hibrida y estructurada; la parte inferior de la
base hasta una altura de 2.5 cm estad conformada por malla hibrida debido a la
presencia de las cajas Petri y el resto se compone por malla estructurada. Por

altimo, la columna derecha fue completamente estructurada.
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Figura 6.7 Malla del Sistema de nebulizacién ultrasénica con frutos de limén hecho
en GAMBIT a) y b).
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6.12.1.3 Condiciones fronteras e iniciales.
El sistema de nebulizacion ultrasénica se compone de tres partes, columna del

nebulizador a), parte central b), columna derecha c) y cajas Petri d) (figura 6.8)

b)

Figura 6.8 Sistema de nebulizacion ultrasonica

Las condiciones de frontera se asignaron con base en las condiciones de operacion
en el laboratorio, el sistema es cerrado, por lo que se le dio una condicidén de entrada
de velocidad del aire en un costado de una columna del nebulizador, se dio una
condicion de entrada de velocidad de la neblina en el nebulizador y se dio una
condicion de interior al sistema central entre la columna y la parte central, las

condiciones asignadas se muestran en la figura 6.9.

Entrada del
flujo de aire

Salida/Entrada al sistema
central

Entrada del flujo de
neblina

Figura 6.9 Condiciones de frontera asignadas del Sistema de Nebulizacion

ultrasoénica.
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Para obtener la velocidad de entrada del aire se tomaron medidas con un
anemometro y se calculé el promedio, dando un resultado de 0.60 m/s, el
anemometro marca STEREN con precision de 0.80-3000 + (2%+50D), una
resolucion de 0.01 m/s y un rango de medicion de 0.8-40 m/s. Para el caso del
nebulizador, se tomé como velocidad de entrada la misma que la entrada de aire,
pero se tom6 como flujo masico, mediante el software FLUENT se obtuvo el reporte

en kg/s de una velocidad de 0.60 m/s.

Se definieron como paredes las caras frontales, traseras, laterales, inferiores; la
entrada del flujo de aire, el orificio de la columna del nebulizador al sistema central

y alrededor del nebulizador se definieron como interiores (figura 6.10)

Interiores Paredes

Figura 6.10 Condiciones de fronteras del sistema de nebulizacion ultrasoénica

virtual.
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Una vez terminada la malla en GAMBIT y definidas las condiciones fronteras e

iniciales, se exporta la malla y se inicializa el caso en FLUENT.

Para la simulacion hecha con frutos de limoén, se utilizaron las mismas condiciones

de frontera e iniciales, Unicamente a las esferas se les asigné que fueran sélidos.

En el cuadro 6.1 se muestran las propiedades fisicas del fluido que fue simulado,
se asume que la densidad de la neblina es de 1.299 kg/m? (Santati y cols., 2019).

Cuadro 6.1. Propiedades de los Materiales Utilizados.

Densidad (p) Viscosidad (u)

kg/m3 kg/m*s
Aire 1.22 1.7894e-05
Neblina 1.299 1.34e-05
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6.12.2 Procesamiento
En este caso no se tomd en cuenta la ecuacione de transferencia de energia debido

a que se asumio que la temperatura era constante a 25°C. Por lo tanto, es necesario
definir los modelos de solucién y criterios de convergencia necesarios para el

sistema de ecuaciones antes mencionadas.

Se simul6 en estado de estado transitorio, con un tamafio de paso de 0.001 s. Para
simular la nebulizacién ultrasénica y la entrada de aire se empleé el modelo

multifasico VOF, en el cual se emplearon las fases de neblina-aire.

El algoritmo de acoplamiento de presion-velocidad empleado fue el SIMPLE,
finalmente la convergencia del problema se alcanzé cuando los residuales

alcanzaban valores por debajo de 1x10°3.

Se consideraron las siguientes simplificaciones y suposiciones en la Simulacion

Matematica para facilitar la resolucion de las ecuaciones gobernantes

Un flujo completamente turbulento dentro del sistema.
El fluido es newtoniano.

Estado dependiente del tiempo.

Densidad, viscosidad y temperatura constante.

Un sistema bifasico: neblina-aire.

La accion de la gravedad se da en el eje “Y” negativo.

Presion atmosférica a 1 atm.

O N o gk~ whPRE

Dos entradas de velocidad de aire y de neblina en el nebulizador, ambas en

m/s.
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6.12.3 Post-procesamiento
Al igual que en el pre-procesamiento, el post-procesamiento tiene diversos

procedimientos. Para el andlisis del campo vectorial y los contornos de fase, se
plantea hacer el estudio en diferentes planos (figura 6.10), a cada plano se le
asignard un nombre con el cual se identificara, se decide hacer el andlisis en estos
planos porque abarcan las zonas de mayor interés para ver la distribucion de fluido

en el sistema de nebulizacion ultrasdnica.

a) -

Plano Z Central

Figura 6.11 Planos para el analisis de resultados, a) plano Z central en la entrada
del aire y salida de neblina al sistema central, b) plano Y 2.5 a la altura de las

cajas Petri y las muestras de hongos.
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION
CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto de la nebulizacion ultraséonica de bicarbonato de sodio, acido
acético y agua a nivel “in vitro”

7.1.2 Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion micelial (%ICM) de
Penicillium italicum

La infeccion por el hongo P. Italicum sobre el fruto de limén es mediante el micelio
gue crecera conforme avanza el tiempo; por lo que evitando el crecimiento de

micelio se detendra la propagacion de la enfermedad y se evitaran pérdidas.

En las Figuras 7.1, 7.2 y 7.3 se observa el efecto de la nebulizacion de los agentes
GRAS en el crecimiento micelial en caja Petri de P. italicum a lo largo de 4 dias de
incubacion. Los tratamientos nebulizados con ac. acético (Figura 7.2) mostraron un
crecimiento del micelio en forma radial a diferencia del tratamiento control negativo
gue tuvo un crecimiento no uniforme y en forma dispersa en toda la caja Petri. En el
caso de los tratamientos con bicarbonato de sodio (Figura 7.1) mantuvieron el radio
del micelio menos disperso que el tratamiento control, pero no en forma radial como
los de acido acético; y en el control positivo de agua destilada nebulizada (Figura
7.3) el tratamiento de 10 minutos mostré una inhibicion micelial en forma radial.
Respecto al control positivo se puede observar el crecimiento micelial se vio
afectado los dias 2 y 3; mientras que en el dia 4 los tratamientos nebulizados con
ac. acético a concentraciones superiores del 0.5 % muestran aun efecto en el

crecimiento micelal respecto a los tratamientos de bicarbonato de sodio.
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Tratamientos/Tiempo 1 dia 2 dias 3 dias

Control negativo

BS 1%

5 minutos

BS 1%

10 minutos

BS 1%
15 minutos

BS 2%
5 minutos

BS 2%

10 minutos

BS 2%

15 minutos

BS 3%

5 minutos

BS 3%

10 minutos

BS 3%

15 minutos

4 dias

nebulizacién de bicarbonato de sodio.

Figura 7.1. Crecimiento micelial de P. italicum después de aplicar los tratamientos
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Tratamientos/Tiempo | 1 dia 2 dias | 3dias

Control negativo

AA 0.5%

5 minutos

AA 0.5%

10 minutos

AA 0.5%
15 minutos

AA 1%
5 minutos

AA 1%
10 minutos

AA 1%

15 minutos

AA 1.5%

5 minutos

AA 1.5%

10 minutos

AA 1.5%

15 minutos

Figura 7.2. Crecimiento micelial de P. italicum después de aplicar los tratamientos

nebulizacion de acido acético.
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Tratamientos/Tiempo | 1 dia 2 dias 3 dias 4 dias

Control negativo

Agua

5 minutos

Agua

10 minutos

Agua

15 minutos

Figura 7.3. Crecimiento micelial de P. italicum después del control positivo

(nebulizacion de agua).

La nebulizacién ultrasonica se conforma de particulas pequefias en un sistema
gaseoso con una mayor capacidad de contacto y homogeneidad en comparacion
con otros sistemas de aplicacion. Se ha estudiado la nebulizacion ultrasénica y
sistemas semejantes, reportando que la nebulizacion genera gotas altamente
cargadas con iones y cationes, durante su dispersion en el ambiente se genera un
mecanismo de residuo de iones en donde el solvente (medio liquido) se evapora de
la gota (Forbes, 2010; Forbes y cols., 2010; Iribarne y Thomson, 1976), este
mecanismo se refiere a que la gota aumenta la densidad de carga hasta alcanzar a
romper la tensién superficial y finalmente liberar las moléculas cargadas, ademas la
gota que al estar en contacto debido a los choques comienzan un fenbmeno de
difusividad io6nica de los compuesto nebulizados (Liu y cols., 2009). Especies
ionizadas como H*, OH", H>O", O2" al combinarse con el agua del ambiente forman
iones de menor tamafio y pueden tener una vida media de 30 segundos

aproximadamente (Forney y cols., 2001).

Diversos autores sugieren mecanismos de bicarbonato de sodio por reacciones
sonoquimicas que se producen al estar en contacto con las ondas ultrasénicas
subrayando la generacién de ion carbonato (CO32) y ion bicarbonato (HCO?). El

ion bicarbonato y carbonato reaccionan con el hidroxilo durante el proceso de
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ultrasonido dando formacion al radical carbonato (¢CO3-), este radical es un fuerte
agente oxidante que puede reaccionar con compuestos inorganicos y organicos
mediante la transferencia de electrones (Merouani y cols., 2010; Pétrier y cols.,
2010).

El mecanismo de accidn del 4c. acético para inhibir el crecimiento micelial de P.
italicum se asocia al cambio de pH intracelular y la alteracion del metabolismo
celular (Caldwell, 2009). El efecto disociativo del acido acético en nebulizacién
puede ser el modo de accion contra el patdgeno P. italicum, la permeabilidad de la
membrana permite el acceso diversas moléculas en espacios pequefios entre los
lipidos y los carbohidratos de la membrana, los acidos débiles como el acetato
difunden entre la célula de forma neutra y se transportan mediante protones que
llegan a la vesicula, una vez dentro se acidifica el medio intracelular e inhibe el

crecimiento micelial y germinativo (Gabba y cols., 2020; Orij y cols., 2011).

El Cuadro 7.1 muestra el efecto de los diferentes tratamientos de nebulizacion y sus
interacciones entre el tipo de agente GRAS, concentracion y tiempo de exposicion
en el porcentaje de inhibicibn micelial de P. italicum. Los tratamientos de
bicarbonato de sodio en concentracion de 1% en tiempo de exposicion de 5, 10 y
15 minutos mostraron una inhibicién micelial en un rango de 52.19 - 62.50%, en
cambio la concentracion al 2% mostro un rango de 58.22 - 53.87%, mientras que en
los tratamientos con una concentracion del 3% los porcentajes de inhibicidén fueron
de 57.43 - 53.53 %. No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el
porcentaje de inhibicion micelial entre los tratamientos a las tres diferentes
concentraciones de bicarbonato de sodio. Los resultados obtenidos con el control
positivo de agua destilada muestran un porcentaje de inhibicion de 56.38 - 67.87%

similares a los obtenidos con el bicarbonato de sodio.
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Cuadro 3.1. Porcentaje de inhibicion micelial de Penicillium italicum por

nebulizacién de bicarbonato de sodio, &cido acético y agua (control positivo).

Tratamientos % de Inhibicién

BS 1% 5 minutos 52.19 + 7.84@
BS 1% 10 minutos 57.36+6.38%
BS 1% 15 minutos 62.50+3.33%
BS 2% 5 minutos 58.22+6.39 @
BS 2% 10 minutos 50.36+8.792

BS 2% 15 minutos  53.87+14.66
BS 3% 5 minutos 57.43+5.,53%
BS 3% 10 minutos 55.96+7.85%

BS 3% 15 minutos 53.53+13.042
AA 0.5% 5 minutos 70.48+9.822b
AA 0.5% 10 minutos  72.63+11.132b
AA 0.5% 15 minutos  70.59+7.902b
AA 1% 5 minutos 75.48+10.1°

AA 1% 10 minutos 67.86+15.34
AA 1% 15 minutos 70.06+5.82b
AA 1.5% 5 minutos 71.77+9.802°
AA 1.5% 10 minutos 72.76+4.8820
AA 1.5% 15 minutos 70.1947.372
Agua 5 minutos 71.77+9.80%
Agua 10 minutos 72.76+4.88%
Agua 15 minutos 70.19+7.37%

Los datos se presentan como el valor promedio + la desviacion estandar de tres
repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
interacciones de agente GRAS, concentraciéon y tiempo (P <0.05).

Respecto a los tratamientos de ac. acético, estos mostraron porcentajes mayores
de inhibicién micelial que los tratamientos de bicarbonato de sodio. Los tratamientos
de nebulizacion al 0.5% de ac. acético mostraron porcentajes de inhibicion en un
rango de 70.48 - 70.59%, para la concentracién de 1% obtuvieron porcentajes de
inhibicién en un rango de 75.48 - 70.06%, mientras que en la concentracion de 1.5%
fueron de 71.77 - 70.19%. Al igual que en los tratamientos con bicarbonato de sodio

no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en los tratamientos.
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Investigaciones con bicarbonato de sodio en aplicacion liquida directa sobre
Penicillium expansum reportaron inhibir el crecimiento micelial en un 60% con 0.6%
de bicarbonato de sodio (Lai y cols., 2015); para P. Italicum se alcanz6 este
porcentaje de inhibicién (60 %) a concentraciones de 1, 2 y 3% de bicarbonato de
sodio. Fallanaj y cols., (2016) probaron el bicarbonato de sodio sobre Penicillium
digitatum y mostraron porcentajes de inhibicion micelial de 50-56%. Este estudio
menciona la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) causando un
colapso en la membrana mitocondrial y una modificacion en el pH, lo que lleva a
una alteracion en las hifas y esporas. Nuevamente se obtuvieron valores similares
con la nebulizacion ultrasénica del bicarbonato de sodio indicando que en el

presente estudio se aplicé sobre Penicillium italicum.

En el caso del ac. acético, Sholberg y cols. (2009) evaluaron el efecto de la
fumigacion de acido acético en cuartos de almacenamiento contra el patégeno P.
expansum, estos autores reportaron una reduccién del micelio en un rango del 74
al 96% pero a un tiempo de exposicion de 2 horas en tratamiento continuo. Los
valores obtenidos en el presente estudio con nebulizacién ultrasénica mostraron un
porcentaje de inhibicion micelial del 75.48% de P. italicum a una concentracion de
1% pero con un tiempo de 5 minutos. Asi mismo, Venditti y cols., (2017) evaluaron
diferentes concentraciones de acido acético (5, 10, 15 y 20 ul/l) en Botritis cinerea
mediante fumigaciones en tiempos de inoculacion (0, 24, 48 hrs) durante 15
minutos, demostraron que concentraciones de 10 pl/l inhiben completamente el
hongo en el tiempo 0, reportan que en el tiempo 48 es requerida una aplicacion
nueva con concentraciones de 20 pl/l; estos estudios demuestran que B. cinerea es
mas sensible a tratamientos de acido acético de fumigacién en concentraciones de
1-4 pl.

Las interacciones entre el tipo de agente GRAS, concentracion y tiempo de
exposicién no mostraron alguna diferencia significativa, sin embargo, si presentaron

una diferencia entre el tipo de agente GRAS empleado (P <0.05) (cuadro 7.2).
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Cuadro 4.2. Diferencia de medias con prueba de Fisher entre tipo de sanitizante,
se destaca que el acido acético tuvo un mayor efecto en la inhibicién micelial que

el bicarbonato de sodio y agua destilada (control positivo)

Sanitizante Inh_|b|c'|on
Micelial
bicarbonato de Sodio 55.71 +9.732
Acido Acético 71.31 + 9.99°

Agua Destilada 62.61 £ 12.022

Los datos se presentan como el valor promedio * la desviacion estandar de tres
repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
interacciones de sanitizante (P <0.05).

Los resultados de %ICM muestran que la aplicacion por nebulizacion de los agentes
GRAS, asi como del agua destilada (control positivo), tienen efecto en el hongo P.
Italicum. Es conocido que, tanto el bicarbonato de sodio, como el acido acético,
tienen efectos antifingicos en diversos patdogenos; sin embargo, no existen reportes
de aplicacion de nebulizacion ultrasonica de estos agentes contra el patégeno
Penicillium italicum en pruebas in vitro. Ademas, a un tiempo de 5 minutos tuvo
%ICM mayores, comparado con los tiempos de 10 y 15 minutos en algunos
tratamientos, esto se debe a que las cajas Petri estan cercano a la entrada de
neblina del nebulizador y tienen un contacto directo con las gotas cargadas de iones
momentos antes de que se agrupen y formen gotas de mayor tamafio de agua como

ocurrié en los tiempos de exposicion mayores.
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7.1.3 Esporulacion de Penicillium italicum

En el Cuadro 7.3 se muestra el nimero de esporas y porcentaje de reduccién de
esporas después de los tratamientos nebulizados y sus interacciones entre el tipo
de agente GRAS, concentracién y tiempo de exposicion; mientras que en las figuras
7.7, 7.8y 7.9 se puede observar el efecto de la nebulizacion de los agentes GRAS
en la esporulacion de P. Italicum. Los tratamientos nebulizados con bicarbonato de
sodio en concentracion de 1% en tiempos de 5, 10 y 15 minutos mostraron una
reduccion en la esporulacion en un rango de 73.57 — 78.05%, mientras que en la
concentracion de 2% un rango de 68.82 — 75.89%, por ultimo, los de 3% mostraron
un rango de 82.78 — 86.22%. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de bicarbonato de sodio y los tiempos de

exposicion (p>0.05).

Los tratamientos de ac. acético, mostraron mayores porcentajes de reduccion que
los tratamientos de bicarbonato de sodio. Los tratamientos de nebulizacion al 0.5%
de &c. acético mostraron una reduccion de 80.68 — 81.75%, en concentracion de
1% mostraron un rango de 84.59 — 89.66%, mientras que los tratamientos de 1.5%
fueron de 85.96 — 90.44%. No se muestra diferencia significativa entre los tiempos
de exposicion (p<0.05) pero si una diferencia entre los tratamientos, en donde los
tratamientos con 0.5% son diferentes al resto (p>0.05). En la concentracién de 1%
los porcentajes de reduccion fueron mayores a los de 0.5% con 86.85 - 84.59 % sin
diferencia entre los tiempos de exposicion, los tratamientos de ac. acético con
concentracion de 1.5% mostraron la mayor reduccién entre todos los tratamientos.
El control positivo con agua destilada mostr6 un porcentaje de reduccidn de esporas

de 71.10 — 75.01%, muy similares con los de bicarbonato de sodio.

Finalmente, se observa que los tratamientos con una mayor diferencia significativa
entre todos fueron los de bicarbonato de sodio al 1% durante 5 minutos y ac. acético
al 1.5% durante 10 minutos, siendo este ultimo el que mostré una mayor reduccion

del porcentaje de esporas en comparacion del resto (Cuadro 7.3).
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Cuadro 5.3. Tratamientos de acido acético, bicarbonato de sodio y agua sobre la

esporulacion de Penicillium italicum

Tratamientos

Control
BS 1% 5 minutos
BS 1% 10 minutos
BS 1% 15 minutos
BS 2% 5 minutos
BS 2% 10 minutos
BS 2% 15 minutos
BS 3% 5 minutos
BS 3% 10 minutos
BS 3% 15 minutos
AA 0.5% 5 minutos
AA 0.5% 10 minutos
AA 0.5% 15 minutos
AA 1% 5 minutos
AA 1% 10 minutos
AA 1% 15 minutos
AA 1.5% 5 minutos
AA 1.5% 10 minutos
AA 1.5% 15 minutos
Agua 5 minutos
Agua 10 minutos
Agua 15 minutos

NUmero de

Esporas

(esporas/ml)

1.36x10Y7
2.94x100%
3.57x10%
3.54x109%
4.14x1008
3.31x100%
4.31x1006
2.24x109%
1.84x10Q9%
2.39x100%
2.69x100%
2.52x100%
2.27x100%
1.83x109
1.41x109
2.13x100%
1.96x109
1.32x109
1.57x109
3.51x100%
4.01x100%
3.79x100%

% de Reduccion

78.05 + 10.283bcdef

73.57 + 4.883bcde
73.89 + 2.433bcde
69.59 + 4.38%°

75.89 + 11.723bcdef

68.82 + 8.68°
83.55 + 2,01 abedef
86.22 + 4.06%f
82.78 + 5.36abcde!
80.68 + 6.61abcde!
81.75 + 3.97abedel
81.17 + 2.4gabcdef
86.85 + 3.71%
89.66 + 0.61'
84.59 + 3,57bedef
85.96 + 4.780¢f
90.44 + 2.69'
88.65 + 4.04°f

75.01 + 12, 783bcdef

71.10 £ 13.35%¢
72.03 + 5.323bcd

Los datos se presentan como el valor promedio + la desviacion estandar de tres
repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre agente GRAS,

concentracion y tiempo (P <0.05).

Nuevamente no existe alguna diferencia significativa entre las interacciones del tipo

de agente GRAS, concentracion o tiempo; se observa que el solo el tipo de agente

GRAS muestra diferencia significativa (P <0.05), reiteradamente el acido acético

tuvo un mayor efecto a comparacién del bicarbonato de sodio y el control positivo

de agua destilada (cuadro 7.4).
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Cuadro 6.4. Diferencia de medias con prueba de Fisher entre tipo de sanitizante,
se destaca que el &cido acético tuvo un mayor efecto en la esporulacion que el

bicarbonato de sodio y agua destilada

Sanitizante Esporulacién
B'Carggé‘%to de  76.92+9.130
Acido Acético 85.52 + 5.36°
Agua Destilada 72.71 £ 11.442
Los datos se presentan como el valor promedio * la desviacion estandar de tres
repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
interacciones de sanitizante (P <0.05).

7.1.4 Germinacion de Penicillium italicum.

La germinacion es una de las pruebas de mayor importancia para este estudio, la
espora es la fase inicial de los hongos y da paso al desarrollo de filamentos llamados
hifas que proliferan y dan lugar al micelio del hongo; por ello si la espora resulta

dafada el hongo no lograra su desarrollo y reproduccion.

En el Cuadro 7.5 se muestra el porcentaje de germinacion de esporas por los
tratamientos nebulizados y sus interacciones entre el tipo de agente GRAS,
concentracion y tiempo de exposicion. Los tratamientos de bicarbonato de sodio
(figura 7.11) en la concentracion al 1% tuvieron un porcentaje de germinacion en un
rango de 0 - 15.3%, siendo el tratamiento de 15 minutos de exposicion el que mostré
un mejor efecto. Para la concentracion de bicarbonato de sodio al 2% se tuvo un
rango de 9 — 13.6%, nuevamente el mejor tratamiento fue el de 15 minutos y los de
3% de bicarbonato de sodio mostraron un rango de 0.4 — 6.4% donde el tratamiento
de 5 minutos mostrd el mejor resultado. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de bicarbonato de sodio y los tiempos de

exposicion (p>0.05).

Los tratamientos de &c. acético tuvieron los menores porcentajes de germinacion,
donde los tratamientos al 0.5% mostraron un rango de 0 — 3.8% de porcentaje de

germinacién, siendo el de 15 minutos el mejor tratamiento. Los tratamientos
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restantes de 4c. acético al 1 y 1.5% mostraron una inhibicibn completa en la
germinacion de P. Italicum durante las 12 horas de evaluacion. Esto explicaria que
el tratamiento de ac. acético a concentraciones de 1 y 1.5% logra un efecto
fungistatico por lo que se sugiere hacer un tratamiento repetido para mejorar su
efectividad como anteriormente se habia discutido. No se muestran diferencias
significativas entre los tiempos de exposicidon (p<0.05) o entre los tratamientos de

ac. acético y bicarbonato de sodio (figura 7.12).

El control positivo con agua destilada a los diferentes tiempos de exposicion (figura
7.4) mostraron un rango que va desde 4 — 52.4% de porcentaje de germinacion,
siendo el tratamiento de 15 minutos el que mostro la mayor inhibicion con un
porcentaje de 4% de germinacion del total de esporas. En el control de agua se
encuentra una diferencia significativa con respecto al ac. acético y bicarbonato de
sodio (p<0.05), en su composicion, tiempo de exposicion y la combinacion que

existe entre el tiempo de exposicion*agente utilizado (p<0.05).
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Cuadro 7.5. Tratamientos de &cido acético, bicarbonato de sodio y agua (control

positivo) sobre la germinacion de Penicillium italicum.

Tratamientos % Germinacion %Inhibicion
Control 100 £ 02 0+0
BS 1% 5 minutos 8.7 £ 6.17bcd 91.3+£5.92%
BS 1% 10 minutos 5.9 + 4.20bcd 94.7 + 3.99%
BS 1% 15 minutos 0+QP 100+ 0 %
BS 2% 5 minutos 10.3 + 3.950d 89.7 + 3.74%
BS 2% 10 minutos 9.3 + 3.98bcd 92.9 + 3.74%
BS 2% 15 minutos 9 + 4.371bcd 91 +4.12%
BS 3% 5 minutos 0.4 +0.92 99.6 + 0.88%
BS 3% 10 minutos 3.1 + 4.09¢ 96.9 + 3.90%
BS 3% 15 minutos 5.2 + 7.09bcd 93.6 + 6.94%
AA 0.5% 5 minutos 3.8+7.19° 96.2 + 3.92%
AA 0.5% 10 minutos 1.4 +3.88P 98.6 +3.71%
AA 0.5% 15 minutos 0+0P 100 + 0%
AA 1% 5 minutos 0 +QP 100 + 0%
AA 1% 10 minutos 0+QP 100 + 0%
AA 1% 15 minutos 0+QP 100 + 0%
AA 1.5% 5 minutos 0+QP 100 + 0%
AA 1.5% 10 minutos 0+QP 100 + 0%
AA 1.5% 15 minutos 0+QP 100 + 0%
Agua 5 minutos 23.8 £8.33¢ 47.6 + 8.37%
Agua 10 minutos 49.7 + 8.58' 44.2 + 8.05%
Agua 15 minutos 4 + 4.20b 96 + 4.13%

Los datos se presentan como el valor promedio + la desviacion estandar de tres
repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre agente GRAS,

concentracion y tiempo (P <0.05).
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Figura 7.4 Tratamientos de nebulizacion ultrasonica de bicarbonato de sodio,
acido aceético y agua destilada (control positivo) sobre la germinacion de

Penicillium italicum.

La aplicacion de bicarbonato de sodio (70 mM) ha demostrado ser efectiva para
alcanzar la maxima inhibicion de germinacion de esporas de Penicillium digitatum,
este efecto se atribuye principalmente al cambio de pH que provoca el ion carbonato

y sodio en el ambiente de la espora (Smilanick y cols., 2005).

Reducciones en la germinacion de esporas de 95% también se han reportado para
Penicillium digitatum usando soluciones de bicarbonato sodio (1.25%). Fallanaj y
cols., (2016) reportaron que existe una acumulacion de especies reactivas de
oxigeno en 55% mas que en el control sin tratamiento, y mencionan que el

bicarbonato de sodio induce la presencia de aniones superéxidos (0?%) y peroxido
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de hidrogeno que ocasionan la muerte en el patdgeno debido a los cambios

estructurales que generan.

Los datos de &c. acético concuerdan con lo investigado por Smilanick y cols., (2014),
quienes reportan que el uso de neblina para desinfeccion de cuartos de
almacenamiento con &cido acético, peracético y peroxido de hidrogeno logra una
inhibicion en la germinacion de esporas de Penicillium digitatum en su totalidad
después de aplicar durante 10 minutos. El efecto de la nebulizacién en las esporas
y su germinacion se atribuye a la generacion de radicales de hidroxilo (*OH), ion
hidronio (H+), radicales hidroperéxidos (*OOH) y atomos de oxigeno (O) que se

forman en la burbuja durante la cavitacion (Pang, Abdullah y cols., 2001).

7.2 Simulacion de dinamica de fluidos por computadora del sistema de
nebulizacién a nivel “in vitro”.
En la siguiente seccion se muestran los resultados obtenidos con la herramienta de

CFD, se obtuvo la fluidodinamica de la neblina dentro del sistema de nebulizacion
ultrasénica, con estos resultados se logré determinar los tiempos de saturacion del
sistemay los lugares donde existe la mayor concentracion de neblina y, por lo tanto,
tener una mejor distribucion de las muestras o frutos que se deseen colocar dentro

del sistema.

7.2.1 Campos de vectores de velocidad.

En la figura 7.5 se muestra el campo de vectores de velocidad en el plano Z central
a diferentes tiempos de simulacioén. En la figura 7.5 (a) se observa que en el tiempo
de 30 segundos la neblina se genera en la columna del nebulizador donde se
concentran velocidades de 0.03 m/s, esto debido a la colision entre el flujo de
neblina y de aire. Ademas, se genera una recirculacion en la parte superior de la
columna debido al choque de la neblina con las paredes (ver 1), la neblina al mismo
tiempo entra en el sistema central y cae sobre los modulos con los discos de hongo
a velocidades de 0.015 - 0.03 m/s (ver 2), luego el aire es desplazado por la neblina
hacia la derecha y se mueve junto con la neblina que se desplaza por la parte inferior

del sistema a velocidades de 0.015 — 0.02 m/s (ver 3).
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Existe una gran recirculacion ocasionada por el impacto de la neblina con la pared
derecha, provocando un cambio en el sentido de los vectores y direccion en la parte
superior y posteriormente hacia la columna del nebulizador (4) con velocidades de
0.015 m/s mayormente.

Conforme avanza la neblina se generan cambios en su comportamiento dentro del
sistema, a los 120 segundos, como se muestra en Figura 7.5 b), se observa un
cambio de sentido y direccién de los vectores en la parte media del sistema central
conforme avanza el tiempo, los vectores dentro de la columna del nebulizador
mantienen un comportamiento constante. En la parte central superior del sistema
se observa un avance de la neblina justo en la zona donde se encuentran los
modulos (ver 1) a velocidades de 0.005 — 0.03 m/s, esto podria deberse a la salida
de neblina y su choque con los modulos. Por otro lado, en el otro extremo del
sistema se observan velocidades minimas y un cambio de sentido y direccion de los
vectores en la parte inferior de la pared derecha (ver 2) ocasionando que en la parte
inferior del sistema los vectores tengan un sentido hacia la pared del nebulizador y
la neblina tenga un avance minimo (ver 3), en la parte superior del sistema se
muestra una recirculacion, pero con el mismo comportamiento descrito
anteriormente (ver 4); ademas la columna derecha muestra vectores con
velocidades entre 0.005 — 0.03 m/s que describen el movimiento de la neblina en

dicha area en donde anteriormente no se encontraba (ver 5).

Durante el tiempo de 360 segundos en la figura 7.5 (c) los vectores provenientes de
la salida de la columna del nebulizador han aumentado su velocidad y su avance es
a través de la parte central y superior del sistema a velocidades mayormente de
0.03 m/s (ver 1) hasta impactarse a la pared derecha, esto ocasiona un cambio en
el sentido de los vectores (ver 2) que hace que se dirijan hacia la parte inferior del
sistema en la velocidad minima (ver 3 y 4). Se observa que la neblina en la parte
inferior esta con la menor velocidad, esto indicaria que la neblina se encuentra en
una zona de estancamiento en donde no existe movimiento, los modulos con las
muestras se encuentran en esta zona por lo que se afirma que tienen un contacto

directo con la neblina. La columna derecha muestra vectores que indican un nulo
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movimiento de la neblina (ver 5) por lo que se podria pensar en una acumulacién

de ella dentro de la parte inferior de la columna mencionada.

En el tiempo de 600 segundos como muestra la figura 7.5 (d), el sentido y direccién
de los vectores en el sistema cambiaron nuevamente, el flujo de neblina que sale
de la columna del nebulizador se mueve en sentido hacia la derecha por la parte
superior del sistema con velocidades de 0.015 — 0.03 m/s (1), al estar en contacto
con la pared derecha se genera una recirculacion hacia la parte inferior del sistema
(2) donde las velocidades disminuyen la velocidad (0.005 — 0.015 m/s). La zona de
estancamiento ahora se concentra en la parte inferior derecha (3), debido a la
recirculacion generada anteriormente esta zona comienza a tener desplazamiento
minimo (0.005 m/s) (4) con sentido hacia la columna del nebulizador; este flujo al
estar en contacto con el flujo de salida de la columna ocasionara una recirculacion

(5) que sera la causante de dirigir el flujo de salida hacia la parte superior del sistema

().
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Figura 7.5 Vectores de velocidad en el plano Z central en los tiempos 30 segundos (a), 120 segundos (b), 360

segundos (c) y 600 segundos (d) en el sistema de nebulizacién ultrasénica
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En la figura 7.6 se muestran el campo de vectores de velocidad del flujo de neblina
en el plano Y a una altura de 2.5 cm de la base del sistema de nebulizacion en los
tiempos de 30, 120, 360 y 600 segundos, respectivamente. En la figura 7.6 (a) se
observa la entrada de la neblina al sistema (ver 1) con velocidades de 0.06 m/sy su
distribucién hacia los laterales con la misma velocidad (ver 2 y 3), el flujo de neblina
avanza con mayor velocidad por los laterales mientras que por la parte media del
sistema las velocidades son de 0.02 — 0.03 m/s con un sentido hacia la pared
derecha (ver 4). Se observa una zona de baja velocidad en la pared derecha (ver 5
y 6) en donde los vectores han cambiado su sentido hacia el contrario, esto se debe

al impacto de la neblina con la pared y su acumulacion.

El sentido de los vectores se mantiene constante en el tiempo de 120 segundos
como muestra la figura 7.6 (b) y el flujo continua desplazandose por los laterales
(ver 1y 2) a velocidades de 0.006 — 0.01 m/s, sin embargo, la direccion de los
vectores alrededor de los modulos muestra el desplazamiento del flujo alrededor de
los médulos (ver 3) y el flujo se mantiene estable en el resto del sistema (4) hasta
llegar a la pared derecha donde impacta la neblina y se genera una zona de

estancamiento (ver 5y 6).

Se han formado grandes recirculaciones en el plano Y 2.5 en el tiempo de 360
segundos como muestra la figura 7.6 c¢), un flujo de neblina impulsado por el aire
entrante se desplaza hacia la derecha (ver 1) al momento del impacto en la pared
la neblina tiende a acumularse y posteriormente comienza a disiparse hacia los
costados en sentido contrario (ver 2 y 3) al que se habia observado en las imagenes
anteriores. Las dos nuevas recirculaciones generadas se desplazan por los laterales
y alcanzan velocidades de 0.01 m/s (ver 5y 6) debido a que tienen interaccién con
el flujo de neblina entrante al sistema y se genera una nueva recirculacién que se

acumula sobre y entre los médulos (ver 6) con velocidades minimas.
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Los vectores de velocidad cambiaron su sentido en el playo Y 2.5 en el tiempo de
600 segundos como se muestra en la figura 7.6 d), estos estan en sentido contrario
en comparacion a los mostrados en la figura 7.5. Debido a la recirculacion mostrada
anteriormente en la pared derecha los vectores se dirigen hacia la columna del
nebulizador (ver 1y 2) desplazandose por los laterales en velocidades de 0.01 m/s
(ver 3y 4) hasta que impacta con la pared izquierda y se generan nuevamente una
recirculacion sobre los modulos (ver 5y 6). Se observa que sobre los modulos el
flujo tiene baja velocidad y zonas de estancamiento debido a que el sistema ya esta
completamente lleno y el movimiento se concentra en la parte superior como se

observa en laimagen 7.6.

Durante los primeros 30 segundos el sistema de nebulizacion ultrasénica comienza
su saturacion y las microgotas generadas tiene un contacto directo con las muestras
de hongos de P. italicum, sin embargo, conforme avanza el tiempo en la parte
inferior del sistema comienza a saturarse de neblina que tiene un nulo movimiento
y esto provoca una aglomeraciéon de microgotas y formacion de gotas de mayor
tamafo hasta formar una capa de agua que aumenta su volumen conforme avanza
el tiempo, en el inciso (c) y (d) de la figura 7.6 se muestra que los vectores de
velocidad del flujo de neblina tiene un movimiento nulo en la parte que rodea los
modulos con los hongos, se especula que la concentracion de iones de AAy BS no
logran penetrar la capa de agua formada alrededor de los hongos y por ellos los
tratamientos de 15 minutos en las prueba de %IMC mostraron en algunos casos
menores reducciones que los tratamientos de 5 minutos. Se muestra que alrededor
de los hongos existe movimiento del flujo, sin embargo, después de 360 segundos
se forma una zona de velocidad nula (figura 7.6 inciso ¢ y d) lo que estaria
generando una condensacion de gotas y formacion de capas de agua que reducen

la concentracion de AAy BS.
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Figura 7.6 Vectores de velocidad en el plano Y a una altura de 2.5cm de la parte inferior del sistema en los
tiempos 30 segundos (a), 120 segundos (b), 360 segundos (c) y 600 segundos (d) en el sistema de

nebulizaciéon ultrasénica
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7.2.2 Contornos de fase

En la figura 7.7 se muestra el plano Z central en los tiempos de 30, 120 y 360
segundos con los diferentes contornos de fase, como fase primaria se utilizo la
neblina (rojo) y como secundaria el aire (azul). La figura 7.7 (a) muestra la
separacion de las fases, la columna del nebulizador se encuentra de color rojo lo
gue indica una saturacion de neblina, con el impulso que obtiene por el flujo de aire
se observa el avance a lo largo del sistema central, los mddulos quedan
completamente cubiertos y la neblina toca la pared derecha (1) lo que provoca una

ligera recirculacion de la neblina.

El sistema se muestra completamente lleno de neblina en el tiempo de 120
segundos donde se concentra en la columna izquierda como se muestra en la figura
7.7 (b), a partir de este tiempo ya no se observara cambios significativos debido a
gue el nivel de la neblina seguira en aumento hasta tocar la parte superior del

sistema central.

Como se menciono anteriormente, los contornos de fases estan casi en el limite de
la parte superior en el tiempo de 360 segundos como se muestra en la figura 7.7
(c), los modulos con las muestras se encuentran completamente cubiertas por la
neblina al igual que la parte media del sistema. La columna derecha comenzé a
llenarse debido al flujo que existe por el movimiento de la neblina en todo el sistema,
sin embargo, en las figuras 7.5 se indica que los vectores de velocidad se mueven
por la parte superior del sistema debido al flujo que existe de aire como se muestran

en los contornos.
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t= 30 segundos t = 120 segundos

t = 360 segundos t = 600 segundos

0

Figura 7.7 Contornos de fases de la neblina en el plano Y a 2.5 cm de la parte inferior del sistema en los

tiempos de 30 (a), 120 (b), 360 (c) y 600 (d) segundos en el sistema de nebulizacion ultrasénica
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7.2.3 Inyeccion de particulas

Se realizé una simulacion para predecir el flujo de la neblina y los perfiles de flujo
de particulas mediante un modelo de fase discreta, el tiempo de estancia y los
diferentes diametros que se generan dentro del sistema de nebulizacion ultrasénica
in vitro. La trayectoria de las particulas y sus distintas velocidades se muestran en
la figura 7.8, el rango de velocidades es de 3.6e-06 — 0.03 m/s; una gran parte de la
neblina circulante se coloca sobre los médulos y sus alrededores con velocidades
minimas, mientras que en la parte superior se concentran la mayor parte de ellas
con velocidades de 0.03 hasta llegar a la pared derecha y generar una recirculacion
hacia la parte de los modulos.

0.03

Figura 7.8 Trayectorias de particulas y sus velocidades en m/s.
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La figura 7.9 muestra la trayectoria de las particulas nuevamente y su coloracién
representa el didmetro de las particulas inyectadas. La mayor cantidad de particulas
estan en un rango de tamafio de 2 — 3um, concentrandose en la parte superior de
los modulos y la parte inferior del sistema. Las particulas son afectadas por el
choque en las paredes del sistema, debido a que es un sistema pequefio se provoca
una recirculacion constante en todo el tiempo de nebulizacion, una gran porcion de
particulas se encuentra en la parte donde no se colocaron los médulos y en la parte
superior, esto representa una pérdida de area efectiva de contacto, sin embargo con
base en las pruebas preliminares in vitro realizadas se determin6é que se obtiene
una mayor efectividad cuando los modulos con las muestras de hongos estan lo
mas cercano a la salida del flujo de neblina, por lo que para la etapa in vivo se

consider6 aprovechar el espacio con los frutos de limon.

1e-05 2.543e-05 3.571e-0

Figura 7.9 Trayectorias de particulas y sus diametros en micras.
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Delele y cols. (2012) realizaron un anadlisis de un modelo de CFD para un
termonebulizador, utilizaron igualmente un modelo de fase discreta para investigar
la direccion y penetracion de las particulas en un almacén con cajas de madera
conteniendo esferas que representaban frutas. Los didmetros de las particulas de
este estudio y del reportado por Delele y cols (2012) son similares; estos autores
reportan que los flujos de particulas se ven afectados por la velocidad del aire
impulsor, por la gravedad que influye poco sobre las particulas de menor diametro
(<5um) y porque las fuerzas de flotacion tienen una gran presencia en las paredes

debido al cizallamiento del flujo.

Los movimientos flotantes de las particulas también actian sobre la dispersion de
la niebla y su flotabilidad en el sistema, sin embargo debido a la presencia del flujo
de aire y su circulacion la neblina tiende a dispersarse hacia la parte inferior del
sistema, la flotabilidad de la neblina comienza una vez que la parte inferior esta
complemente llena y el flujo del aire que se introduce eleva la neblina hasta llenar
el sistema de nebulizacion; este fenOmeno esta en funcion de la posicion del flujo

aire, velocidad y la posicion del nebulizador.
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7.2.5 Comparaciéon de simulacién in vitro con modelo real.

Para validar la simulacion se compararon con las imagenes en tiempo real del
sistema de nebulizacién. La figura 7.10 representa el comportamiento de la neblina
cuando comienza el flujo de neblina a un tiempo de 30 segundos, la simulacién
muestra la caida del flujo de la neblina similar al sistema real justo en la zona de los
modulos (ver 1y 2), posteriormente el flujo avanza por la parte inferior y hasta llegar
a la pared derecha donde impacta y se genera una pequefia onda de neblina (ver 3

y 4).

Neblina

Aire

Figura 7.10 Comparacién de simulacién por CFD a) y sistema real de nebulizacién

ultrasénica b) en el tiempo 30 segundos.
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En el tiempo de 120 segundos (figura 7.11), como se indic6 en los contornos de
fases, el sistema esta completamente lleno, se observa el flujo de aire en la parte
superior del sistema (ver 1y 2) por donde circula el aire y da movimiento a la neblina,
en la columna derecha se observa que la neblina ha comenzado a llenar esa parte
del sistema (ver 3 y 4) en donde existe muy poca circulacion de aire. En la figura
7.30 se muestra la comparacion en el tiempo de 360 segundos, se observa que el
sistema central mantiene constante el nivel de neblina con la corriente de aire en la
parte superior, el Unico cambio visible es en la columna izquierda donde la parte
inferior se ha comenzado a llenar de neblina por la caida que existe, pero con nulo

movimiento (ver 1y 2).

Neblina

Aire

Figura 7.11 Comparacién de simulacién a) y modelo real de sistema de

nebulizacion ultrasénica b) en el tiempo de 120 segundos.
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Neblina

Aire

Figura 7.12 Comparacion de simulacién (a) y modelo real de sistema de

nebulizacion (b) durante el tiempo de 360 segundos
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7.3 Efecto de la nebulizacién ultrasénica de acido acético sobre P.italicum “in

vitro” y calidad en el limén persa.

7.3.1 Porcentaje de incidenciay severidad de la enfermedad.
Para la etapa in vivo de este estudio, con base a los resultados in vitro, se

seleccionaron las concentraciones de &cido acético al 1% (AA 1%) y 1.5% (AA
1.5%) en un tiempo de 10 minutos para evaluar el porcentaje de incidencia y
severidad de la pudricién azul en frutos de limén persa comparando con un control
negativo (CN) y un control positivo de agua destilada (CP) de manera curativa (C) y
preventiva (P). En las figuras 13 y 14 se muestran los resultados de la incidencia y
severidad, respectivamente, a 25°C. Ambos tratamientos de ac. acético tuvieron un
efecto significativo (P < 0.05) sobre la incidencia y severidad de la enfermedad por
Penicillium italicum en frutos de limén persa inoculados artificialmente de manera

curativa y preventiva.

120.00

100.00

80.00

60.00

40.00

20.00 I
0.00

AA1%C AA15%C CPP AA1%P AA15%P
Tratamientos de Nebulizacién

Porcentaje de Incidencia

Figura 7.13 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de acido acético sobre la
incidencia de la enfermedad de Penicillium italicum en frutos de limoén persa a 25
°C durante 13 dias (CNC: control negativo curativo; CPC: control positivo curativo;
AA 1% C: 4cido acético 1% curativo; AA 1.5% C: &cido acético 1.5% curativo;
CNP: control negativo preventivo; CPP: control positivo preventivo; AA 1% P:

acido acético 1% preventivo; AA 1.5% P: acido acético 1.5% preventivo).
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Figura 7.14 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de acido acético sobre la
severidad de la herida de la enfermedad de Penicillium italicum en frutos de limoén

persa a 25 °C durante 13 dias.

Los tratamientos de acido acético mostraron una reduccion y diferencia significativa
(P < 0.05) con respecto al control negativo en ambas formas de aplicacion (curativo
y preventivo). El tratamiento de AA a 1.5% mostré los mejores resultados en la
incidencia y severidad de la enfermedad de manera curativa; sin embargo, de
manera preventiva el tratamiento de AA a 1.0% mostro los mejores resultados en la
severidad. Por otro lado, el tratamiento de agua destilada (control positivo) en forma
curativa y preventiva ocasiono reducciones en comparacion con el control negativo,
pero no se encontré una diferencia significativa en la incidencia (P > 0.05), sin

embargo, en la prueba de severidad si mostraron una diferencia significa (P < 0.05).

Zhang y cols. (2018) evaluaron el acido acético (10, 100, 200, 500 y 1000 pg/ml)
sobre frutos de pera inoculados con P. expansum, encontraron que las
concentraciones entre 100 y 500 pg/ml redujeron el didmetro de la herida y la
incidencia en el fruto. Los autores atribuyen este efecto a que el acido acético induce
la produccién de las enzimas glucanasa y quitinasa como mecanismo de defensa
contra patdgenos. Ademas se ha reportado que también induce la activacién de la

enzima PAL (fenilalanina amonio liasa) 12 horas después de aplicar el tratamiento
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de acido acético sobre los frutos (Mei y cols., 2014; J. Zhang y cols., 2018). Otras
enzimas estimuladas en los frutos por el &c. acético son la catalasa, peroxidasa y

polifenol oxidasa que benefician el mecanismo de defensa (Yu y Zheng, 2007).

Karin Hassenberg y cols., (2018) evaluaron la aplicacion de fumigacion de vapores
de acido acético (9 mg/l) en cerezas dulces durante 30 minutos, reportando la
reduccion de 1.78 log CFU/cm? de bacterias mesofilicas aerobias totales y 3 log
CFU/cm? de hongos y levaduras. Debido a que micro heridas pueden facilitar la
adherencia y penetracion de microorganismos, Karin Hassenberg y cols., (2018)
indican que la aplicacion de vapor debe realizarse en sistemas donde se logre que

toda la superficie del fruto esté expuesta al vapor de acido acético.

En otro estudio K. Hassenberg y cols., (2010) evaluaron la infeccion de B. cinérea
sobre fresas durante 4 dias de almacenamiento con tratamientos de vapor de acido
acético durante 30 minutos de exposicion y no se observo crecimiento del patégeno
en el fruto a una temperatura de 16°C. Por otro lado, a una temperatura de 22°C se
mostré una incidencia del 56% con una concentracion de 4 mg/l. Por lo que los
autores concluyen que combinar esta técnica con niveles altos de humedad relativa
y temperaturas bajas aumenta la efectividad del acido acético, ya que disociado y
no disociado puede penetrar la célula microbiana provocando un ambiente toxico

para su desarrollo.

Por otro lado, las figuras 7.15 y 7.16 muestran los resultados de incidencia y
severidad, respectivamente, a una temperatura de 15°C de forma curativa y
preventiva, respecto al control negativo los tratamientos mostraron diferencias
significativas (P < 0.05). La incidencia de la enfermedad en frutos tratados con agua
destilada (control positivo) en forma de nebulizacibn mostraron resultados similares
tanto de manera curativa como preventiva (43.33 £ 14.14). Los tratamientos de AA
a 1.0 y 1.5% de manera curativa mostraron una incidencia similar en los frutos (20
+ 0); mientras que de manera preventiva se observé una menor incidencia con los
frutos expuestos a AA 1.5% (26.67 + 9.43), que los tratados con AA 1.0% (36.67 +
9.43); este comportamiento se observé también en las pruebas a 25°C. Por lo que

se sugiere que el efecto de la nebulizacion debido a la deposicién de gotas es mayor
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cuando el hongo se encuentra en el fruto, ya que tiene contacto directo con el
agente; ademas, se ha reportado que los radicales libres formados por
nebulizacién tienen una vida util de 30 segundos después de ser expulsados del
nebulizador (Fan y cols., 2020).

La severidad de la enfermedad en los frutos expuestos a agua destilada (control
positivo) y AA al 1.0 y 1.5% mostré una gran reduccion en comparacion del control
negativo; sin embargo, se observé una menor severidad de manera curativa en los
frutos expuestos a una concentracion de 1.0% (0.89 +0.86) a diferencia de una
manera preventiva a la misma concentracion (1.57 + 0.739). La concentracioén de
1.5% de manera curativa mostré severidades similares (1.52 + 0.57) que los
tratamientos de manera preventiva (1.26 = 0.20); y no se observo una diferencia
significativa entre los tratamientos de AA tanto de manera curativa, como preventiva
(P > 0.05).

120.00
100.00
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Porcentaje de Incidencia

Figura 7.15 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de acido acético sobre la
incidencia de la enfermedad de Penicillium italicum en frutos de limén persa a 15
°C durante 13 dias.
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Figura 7.16 Efecto de la nebulizacion ultrasénica de acido acético sobre la
severidad de la herida de la enfermedad de Penicillium italicum en frutos de limén

persa a 15 °C durante 13 dias.

En las figuras 7.17, 7.18, 7.19 y 7.20 se observa el avance de la enfermedad a lo
largo de los 13 dias de almacenamiento en las pruebas de patogenicidad. Los
controles negativos mostraron un crecimiento de la herida a diferencia de la mayoria

de los tratamientos.
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Tratamiento

Dia 0

Dia 3

Dia 6

Dia 9

Dia 13

Control Negativo

Control Positivo

AA 1.0%

AA 1.5%

Figura 7.17. Frutos de limén inoculados artificialmente con Penicillium italicum y tratados con nebulizacion ultrasonica de

agua destilada (control positivo) y acido acético (AA 1.0% y AA 1.5%) a una temperatura de 25 °C, prueba curativa
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Dia 13

Control
Negativo

Control Positivo

AA 1.0%

AA 1.5%

Figura 7.18. Frutos de limon inoculados artificialmente con Penicillium italicum y tratados con nebulizacion ultrasénica de
agua destilada (control positivo) y acido acético (AA 1.0% y AA 1.5%) a una temperatura de 25 °C, prueba preventiva.
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Figura 7.19 Frutos de limon inoculados artificialmente con Penicillium italicum y tratados con nebulizacion ultrasénica de

agua destilada (control positivo) y acido acético (AA 1.0% y AA 1.5%) a una temperatura de 15 °C evaluados de manera

curativa.
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Figura 7.20 Frutos de limon inoculados artificialmente con Penicillium italicum y tratados con nebulizacion ultrasénica de

agua destilada (control positivo) y acido acético (AA 1.0% y AA 1.5%) a una temperatura de 15 °C evaluados de manera

preventiva.
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7.4 Efecto de la nebulizacién ultrasdnica sobre pardmetros de calidad.

7.4.1 Efecto de la nebulizacién ultrasdnica sobre la acidez titulable.
La acidez titulable es un pardmetro que mide el niumero total de hidrégeno de los

acidos, ya sea que se encuentren libres en la solucién como iones H+ o sin disociar
y manifiesta el grado de acidez del fruto (Segurondo y cols., 2013). Con base en la
norma mexicana NMX-FF-077-1996 para limén persa, la acidez titulable no debe
ser inferior al 7%. En la figura 7.21 se muestra la acidez titulable de los limones
tratados con nebulizacion de ac. acético en almacenamiento por 20 dias. Los frutos
al dia 0 y hasta el dia 4 mostraron los menores valores de acidez; sin embargo, a
partir de este dia comenzé a aumentar y se mantuvieron dentro del rango
establecido por la norma. Los frutos con el tratamiento de AA 1% en el dia 14
mostraron el mayor porcentaje de acido citrico (9.15 £ 0.11). En limon se ha
reportado un rango entre 5 — 8% de acidez, donde el limon persa mexicano tiene un
porcentaje alto (8.25%) en comparacion de otros citricos (Magalhdes Machado y
cols., 2017; Mumtaz Khan y cols., 2017). Ademas, no se mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos durante los dias de almacenamiento (P > 0.05).

92



Acidez Titulable
10.00

9.50
9.00
8.50
8.00

7.50

7.00

6.50

Gr. de Acido Citrico/100m|

6.00

5.50

5.00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias de almacenamiento

—e—NEGATIVO —e—POSITIVO —e—ACETICO 1% ACETICO 1.5%

Figura 7.21 Acidez titulable de frutos de limon persa tratados con nebulizacion

ultrasénica de agua destilada (positivo) y acido acético (1.0 y 1.5%).
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7.4.2 Efecto de la nebulizacién ultrasénica sobre el pH.
El pH o acidez i6nica es un parametro que mide solamente los iones hidrégeno

libres; se ha sefalado que las mediciones de pH se vinculan estrechamente con el
sabor de los jugos citricos dado que los iones H+ libres son los que interactiian con
las papilas gustativas de la lengua (Segurondo, Pantoja y Rocha, 2013). En la figura
7.22 se muestra el pH de los limones tratados con nebulizacion de &c. acético,
donde el rango del pH en los frutos tratados con nebulizacion se encontr6 entre 1.58
— 2.14 durante los 20 dias de almacenamiento. Durante los primeros 4 dias de
almacenamientos el pH tuvo un comportamiento descendente, con excepcion de los
frutos tratados con 4c. acético que tuvieron un incremento el 6 dia, posteriormente
presentaron valores similares a los demas tratamientos. En el dia 14 ocurrié un
incremento en todos los frutos y posteriormente se dio un decremento, sin embargo,
no se mostraron diferencias significativas entre los tratamientos durante los dias de

almacenamiento (P > 0.05).
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Figura 7.22 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de agua destilada (positivo) y

acido acético (1.0 y 1.5%) sobre el pH de frutos de limon persa.
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7.4.3 Efecto de la nebulizacion ultrasonica sobre solidos solubles totales
(SST).
La concentracion de solidos solubles totales de lo zumos se expresan en °Brix, los

grados °Brix son una medida de densidad de una solucion de sacarosa al 1% en
100 ml de jugo. Con base en la norma mexicana NMX-FF-077-1996 para limén
persa los solidos solubles totales deben tener un valor minimo de 6.8%. La figura
7.23 muestra los °Brix de los frutos tratados con nebulizacion de &c. acético donde
los valores se observaron en un rango de 6.47 — 8.00% a lo largo de los 20 dias de
almacenamiento y no se mostraron diferencias significativas entre los tratamientos

durante los dias de almacenamiento (P > 0.05).
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Figura 7.23 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de agua destilada (positivo) y
acido acético (1.0 y 1.5%) sobre solidos solubles totales (SST) de frutos de limén

persa.
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7.4.4 Efecto de la nebulizacién ultrasénica sobre la firmeza.
La firmeza en los frutos de limon es un parametro de calidad importante en el

mercado. Debido a la degradacion de la pectina en la cuticula del fruto hay una
disminucion en la firmeza, otro factor que causa una disminucion en la firmeza es la
presion del ambiente y la senescencia (Nasrin y cols., 2020). En la figura 7.24 se
muestra la firmeza de los frutos tratados con nebulizacion de ac.acético, los limones
tratados con nebulizacion ultrasénica mostraron valores similares de firmeza a lo
largo de los 20 dias. Se observo una diferencia significativa (P > 0.05) en los frutos
tratados con &cido acético al 1.5% con respecto a los frutos control negativo,
conjuntamente, los frutos con nebulizacion de agua destilada (control positivo) y
acido acético 1% y 1.5% mostraron similitudes entre ellos (figura 7.24). Ademas,
existio una diferencia significativa (P > 0.05) entre los dias de almacenamiento 0 y
16 del experimento.
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Figura 7.24 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de agua destilada (positivo) y

acido acético (1.0 y 1.5%) sobre la firmeza de frutos de limén persa.

96



7.4.5 Efecto de la nebulizacién ultrasdnica sobre la pérdida de peso.
La figura 7.25 muestra la pérdida de peso de los frutos tratados con nebulizacion de

ac. acético tras 20 dias de almacenamiento a 15°C. La pérdida de peso fue mas
severa conforme pasaba los dias de almacenamiento, sin embargo, se observé una
diferencia significativa (P > 0.05) entre el control negativo y los tratamientos de
nebulizacién ultrasénica. Los frutos tratados con nebulizacion de agua destilada
(control positivo), &cido acético a 1% y 1.5% mostraron porcentajes de pérdida de
peso similares a lo largo de los 20 dias de almacenamiento. Los frutos que no fueron
tratados con nebulizacion, después de 20 dias perdieron un 16.54% de peso; de
forma contraria, los frutos con tratamiento de agua destilada (control positivo), acido
acético al 1.0% y 1.5% perdieron un 6, 6.60 y 4.97%, respectivamente, durante el

almacenamiento.

Diversos autores han mencionado las ventajas de la nebulizacion ultrasonica sobre
los frutos en el periodo postcosecha (Daus y cols., 2011; Karabulut y cols., 2009;
Joseph L. Smilanick y cols., 2014; Timmons y cols., 2018; Vardar y cols., 2012; V.
De Velde y Pirovani, 2016), por lo tanto, se ha sugerido que en frutos se aplique
mas de una ocasion la neblina durante su periodo de almacenamiento. Venditti y
cols., (2017) reportaron que no existe una diferencia significativa en las pruebas de
calidad (pH, AT, SST) y reportaron que la pérdida de peso se redujo
significativamente con una segunda aplicacion a las 48 horas en frutos de cereza
(Venditti y cols., 2017).

Ademas, se ha reportado que en los frutos (cuando estdn en un ambiente con
humedad relativa arriba del 90%, temperaturas de 0-10°C y con un sistema de
nebulizacién ultrasénica o nano-nebulizacién) la tasa de respiracion puede ser
suprimida durante el tiempo que la neblina esté en contacto con los mismos
(Saenmuang y cols., 2012). La interaccion entre los frutos y las gotas de
nebulizacién ultrasénica aun no es completamente conocida, se ha propuesto la
siguiente interaccién, donde las gotas de la neblina que se encuentran dentro del
sistema tienen contacto y se depositan sobre la cuticula de los frutos,
posteriormente las gotas que estan sobre una superficie sin estoma sufren una

evaporacion debido a que la presion de vapor saturado (cuticula) es mas alta que
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la presion de vapor del aire. Otras gotas se depositan sobre un estoma abierto, una
fraccion del agua se evapora y otra se infiltra por el poro; la evaporacion de las gotas
ser& proporcional al diferencial de la presion de vapor de la superficie y la del aire
(en este caso, la presion de vapor del aire es mayor que la de la superficie) y de
esta manera se evita la evaporacion de agua del fruto a lo largo del tiempo, ademas,
se observa una condensacion en la superficie de los frutos debido al impacto de
miles de gotas en todas direcciones (esto ocurre cuando la temperatura de la
superficie es mas baja que la del punto de roci6 del aire) (Tirawat y cols., 2017). La
interaccion de las gotas sobre el fruto concuerda con lo reportado por Hung y cols.,
(2011), quienes evaluaron la aplicacion de neblina y nanoneblina ultrasonica de
agua reportando que cuando se utiliza nanoneblina la apertura de los estomas es
menor debido a que las gotas contienen menos agua por el diametro de la gota,
contrario a esto, la apertura de los estomas es ligeramente mayor con neblina
ultrasénica debido a que existe una mayor cantidad de agua en el aire (Hung y cols.,
2011).
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Figura 7.25 Pérdida de peso de frutos tratados con nebulizacién ultrasénica de
agua destilada (positivo) y acido acético (1.0 y 1.5%) almacenados durante 20

dias.
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7.4.6 Efecto de la nebulizacién ultrasénica sobre el porcentaje de jugo.
Con base en la norma mexicana NMX-FF-077-1996 para limon persa, el porcentaje

de jugo no debe ser menor a 45% en base a la masa. La figura 7.26 muestra los
porcentajes de jugo de los frutos tratados con nebulizacion de acido acético, los
limones tratados al 1% mostraron el mayor porcentaje (49.96%) de jugo en el dia
14 con respecto a los demas tratamientos. Aunque el control negativo mostré
valores similares a los tratamientos durante los primeros 14 dias, después se
observé un decremento en el porcentaje de jugo el dia 16 (31.51%), este suceso
podria estar relacionado con la pérdida de peso que se observo durante ese dia de
almacenamiento (12.97%). Nasrin y cols., (2020) reportan valores de 48.66% de
jugo de limon en el dia 12 de almacenamiento a una temperatura de 21°C. Estos
resultados también concuerdan con lo reportado por Soriano-Melgar y cols., (2019),
con valores de 35-45% de jugo de limén durante un almacenamiento de 10 dias a

temperatura de 7.5°C.
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Figura 7.26 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de agua destilada (positivo) y
acido aceético (1.0 y 1.5%) en el rendimiento de juego de frutos de limén persa

almacenados durante 20 dias.

7.4.7 Efecto de la nebulizacion ultrasénica sobre el color.
Uno de los pardmetros de mayor importancia y que puede ser critico para el

consumidor durante la seleccion de frutos es el color, este parametro puede influir
en la estimulacion de la ingesta alimentaria y valores sensoriales (Vadiveloo y cols.,
2019). Compuestos como carotenoides y flavonoides son los encargados del color
de los frutos, el limén persa se caracteriza por tener un color verde oscuro en su
corteza (P. Zhang y Zhou, 2019).

Las figuras 7.27, 7.28 y 7.29 muestran los resultados de color en los frutos tratados
con nebulizacion de 4c. acético y almacenados a 15°C durante 20 dias, los frutos
que fueron nebulizados con agua destilada (control positivo) mostraron una

diferencia significativa (P > 0.05) en los pardmetros de luminosidad (L*), chroma (c*)
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y angulo h*; mientras que, entre los frutos del control negativo y los frutos tratados
con acido acético al 1% y 1.5% no se mostraron diferencias significativas (P > 0.05)

Nasrin y cols., (2020) reportan valores en el parametro h* entre 109° — 112° en frutos
de limén con recubrimiento en el dia 18 de almacenamiento, los resultados
obtenidos con la nebulizacion de acido acético a 1% y 1.5% mostraron valores de
111.52° y 112.05° en el dia 20 y concuerdan con los reportado por el autor
anteriormente. El decremento observado en el &ngulo h* se adjudica principalmente
a que los limones comienzan el proceso de respiracion y senescencia; lo que
provoca que pasen de un color verde a uno amarillo durante su almacenamiento,
este proceso se da debido a la degradacion de la clorofila y la presencia de diversos
carotenoides (Raddatz-Mota y cols., 2019; P. Zhang y Zhou, 2019).
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Figura 7.27 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de agua destilada (positivo) y
acido acético (1.0 y 1.5%) sobre la luminosidad (L*) de frutos de limon persa

almacenados durante 20 dias.
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Figura 7.28 Efecto de la nebulizacion ultrasénica de agua destilada (positivo) y
acido acético (1.0 y 1.5%) sobre el croma (c*) de frutos de limoén persa

almacenados durante 20 dias.
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Figura 7.29 Efecto de la nebulizacion ultrasonica de agua destilada (positivo) y
acido aceético (1.0 y 1.5%) sobre el angulo hue (h*) de frutos de limén persa

almacenados durante 20 dias.
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Figura 7.30 Efecto sobre el color de frutos tratados con nebulizaciéon ultrasénica de agua destilada

(positivo) y acido acético (1.0 y 1.5%) y almacenados durante 20 dias a 15°C.
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7.5 Simulacién de dinamica de fluidos por computadora del

sistema de nebulizacién a nivel “in vivo”.
En la siguiente seccion se muestran los resultados obtenidos con la herramienta de

CFD en la fase in vivo, con la cual se obtuvo la fluidodinamica de la neblina dentro
del sistema de nebulizacién ultrasénica, con ayuda de estos resultados se observan
las areas que tienen menos neblina y se logre optimizar el sistema para que sea

mas homogénea la neblina con frutos que fueron representados como esferas.

7.5.1 Vectores de velocidad de flujo in vivo

En la figura 7.31 se muestra el campo de vectores de velocidad del flujo de neblina
en el plano Y a una altura de 5 cm de la base del sistema de nebulizacion para los
tiempos de 5, 20, 35 y 120 segundos, respectivamente. Se observa en el tiempo 5
segun la figura 7.31 a) que los vectores con mayor velocidad (0.1m/s) se concentran
principalmente sobre los frutos mas cercanos a la entrada de neblina al contenedor,
los vectores tienen sentido y direccion hacia los costados y comienzan su avance
por la parte central. Debido a que el plano analizado esta 5 cm sobre la parte inferior
del sistema, los vectores tienen mayor velocidad Unicamente en la parte izquierda
provocado por la entrada del flujo de neblina al contendedor, la parte derecha
muestra un avance minimo y se sugiere que esta parte representa una zona de
estancamiento de la neblina y de poco movimiento, sin embargo, el comportamiento
de los vectores en un plano Y en la parte inferior es similar a los vectores observados
en la figura 7.31. En el tiempo de 20 segundos como muestra la figura 7.31 (b) el
flujo de neblina comienza a desplazarse por los costados y la parte media de todo
el sistema, se observa que se han generado recirculaciones en la parte izquierda
del sistema debido a que la neblina impacta con los limones y una parte de flujo se
redirecciona hacia la direccién de la pared izquierda. Los tiempos de 35y 120
segundos segun la figura 7.31 (c y d) muestran como el flujo de neblina avanzé por
todo el sistema, sin embargo, en el tiempo de 35 segundos se observa que el flujo
de neblina tiene una velocidad nula y se generd una zona de estancamiento; esta
zona se siguidé observando hasta el tiempo de 120 segundos en donde el flujo de
neblina avanzo6 por los laterales entre los limones hasta impactar en la pared

derecha y generar recirculaciones por los laterale
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Figura 7.31 Vectores de velocidad de la neblina en el plano Z a 5 cm de la parte inferior del sistema en los

tiempos de 5 (a), 20 (b), 35 (c) y 120 (d) segundos en el sistema de nebulizacién ultrasénica con limones
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7.5.2 Contornos de fase in vivo.
En la figura 7.32 se muestran los diferentes contornos de fase de neblina y aire en
el sistema de nebulizacién ultrasénica con limones (que son representados como

esferas), el plano Z, para los tiempos de 5, 20, 35 y 120 segundos, respectivamente.

La figura 7.32 (a) muestra la entrada de la neblina, proveniente de la columna del
nebulizador. El flujo de neblina, al estar en contacto con el flujo de aire, provoca su
desplazamiento hacia la parte central del sistema donde se encuentran los frutos.
Entonces, el flujo de neblina es desplazado principalmente por la parte inferior del
sistema, sin embargo, hay que resaltar que los primeros 5 segundos los frutos estan
en contacto directo con la neblina debido que se encuentran en una zona con un

flujo continuo.

En el tiempo de 20 segundos, el avance de la neblina es por la parte inferior hasta
la pared derecha, se observa que, el impacto del flujo provoca una recirculacion del
flujo en sentido contrario, como se muestra en la figura 7.32 (b). Posteriormente,
durante el tiempo de 35 segundos el sistema comienza a saturarse de neblina desde
la parte inferior como ya se habia indicado anteriormente, segin se observa en la
figura 7.32 (c), en este tiempo los frutos muestran un contacto continuo con de flujo

de neblina.

A un tiempo de 120 segundos el sistema se ha saturado completamente y el flujo
de neblina ha comenzado a introducirse a la columna derecha, como se observa en
la figura 7.32 (d); los frutos tienen un contacto continuo con el flujo de neblina, sin
embargo, la neblina tiene mayor impacto en los frutos mas cercanos a la entrada
del flujo. El &cido acético, en ambas concentraciones, mostré tener mayor efecto en
los frutos préximos a la entrada del flujo, esto se debe a que existe mayor
movimiento de neblina en esta area que en la parte derecha, como se observé en

los vectores de velocidad del plano Y (figura 7.3).
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Figura 7.32 Contornos de fases de la neblina en el plano Z a 5 cm de la parte inferior del sistema en los tiempos

de 5 (a), 20 (b), 35 (c) y 120 (d) segundos en el sistema de nebulizacién ultrasénica con limones
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En la figura 7.33, se muestran los diferentes contornos de fase de neblina y aire en
el sistema de nebulizacion ultrasonica con limones (que son representados como
esferas) en el plano Y a 5 cm; para los tiempos de 5, 20, 35 y 120 segundo,

respectivamente.

A un tiempo de 5 segundos se observa como el flujo de neblina se concentra en la
parte media entre los limones cercanos y se expande a los costados, como se
observa en la figura 7.33 (a); este comportamiento es similar a lo observado en los
vectores de velocidad de la figura 7.31, para los mismos 5 segundos. Es obvio que
el sentido y direccién de la neblina se ve influenciado por la presencia de los frutos

en el sistema de nebulizaicon.

En el tiempo de 20 segundos se observa que la neblina ha cubierto la parte inferior
y alrededor de los frutos, existiendo una zona con poca neblina dentro del sistema,
esto debido a que la neblina impacta con los frutos préximo y se dezplaza a los

laterales, como se muestra en la figura 7.33 (b).

En el tiempo de 35 segundos la zona con poca neblina comienza a reducirse y el
sistema se homogeniza de neblina, los frutos siempre tienen contacto directo con la
niebla del agente, como se observa en la figura 7.33 (c). A partir de este tiempo, el
sistema comienza a saturarse hasta estar completamente lleno, como se observa

en el tiempo de 120 segundos en la figura 7.33 (d).
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Figura 7.33 Contornos de fases de la neblina en el plano Y a 5 cm de la parte inferior del sistema en los tiempos

de 5 (a), 20 (b), 35 (c) y 120 (d) segundos en el sistema de nebulizacién ultrasénica con limones

110



7.5.3 Comparacion de la simulacién in vivo con modelo real.

Se realizdé una comparacion entre la simulacion y el experimento real para validar
los resultados obtenidos mediante la herramienta de CFD. La figura 7.34 muestra el
plano Y en el tiempo de 5 segundos (a) comparandolo con el experimento al mismo
tiempo (b), un flujo de baja densidad avanza entre los frutos de limén. Como se
observé en los vectores de velocidad (figura 7.34), la neblina se desplaza por los
costados y la parte central debido a los impactos que se generan por el choque con

los limones.

La figura 7.35 a un tiempo de 35 segundos, muestra que el sistema comienza a
saturarse con una neblina con mayor densidad que al comienzo del experimento;
un espacio con poca neblina se observa en la simulacion, ver figura 7.35 (a) y del
mismo modo se observa también, en el experimento, ver figura 7.35 (b),
posteriormente el avance de la neblina contindia hasta tocar la pared derecha donde

comienza a generarse una zona de estancamiento.

Se realiz6 la comparativa en el plano Z central en el tiempo de 45 segundos (figura
7.35) donde se observa una recirculacion y que en el sistema existe una saturacion
de neblina, sin embargo, los limones que tienen un mayor contacto y tienen mayor
movimiento a sus alrededores son los primeros 9 limones. El resto de limones tienen
contacto, pero con un flujo de neblina con velocidades nulas y que se consideran
como zona de estancamiento, ademas, las pruebas de patogenicidad mostraron
gue los limones numerados de 1-9 y 16-24 tuvieron menores didmetros de lesiones

de la enfermedad a comparacién de los limones numerados de 10-15 y 25-30.
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Figura 7.34 Comparacion de simulacién por CFD (a) y sistema real de

nebulizacién ultrasénica con frutos de limén (b) en el tiempo de 5 segundos.
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Figura 7.35 Comparacion de simulacion por CFD (a) y sistema real de
nebulizacién ultrasénica con frutos de limon (b) en el tiempo de 35 segundos.

Figura 7.36 Comparacion de simulacién por CFD (a) y sistema real de

nebulizacién ultrasénica con frutos de limén (b) en el tiempo de 45 segundos.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES
CAPITULO 8. CONCLUSIONES

La aplicacion por nebulizacion de los agentes GRAS bicarbonato de sodio y acido
aceético demostraron su utilidad para el control de P. italicum en la etapa in vitro. El
crecimiento micelial, el porcentaje de reduccidon de esporas y la germinaciéon de
esporas de P. italicum se vieron afectaron por la aplicacion en fase de niebla de los
agentes GRAS, siendo los tratamientos de ac. acético los que mostraron los
mayores porcentajes de inhibicion micelial (70 %). Ademas, el menor numero de
esporas se logré también con los tratamientos con &c. acético, alcanzando
porcentajes de reduccion de esporas superiores al 80 %. Una total inhibicion de la
germinacion se alcanzoé con los tratamientos nebulizados con ac. acético. Por lo
anterior para la etapa in vivo, se aplicaron los tratamientos nebulizados con ac.

aceético de 10 minutos en concentraciones de 1%y 1.5%.

La aplicacion de ac. acético por nebulizacion ultrasénica en frutos de limon persa
demostré ser un buen sistema para el control del patdogeno P. italicum. Se logro
reducir la severidad y la incidencia de la enfermedad de la pudricién azul en frutos
de limon persa inoculados artificialmente con el patbgeno de manera curativa y
preventiva, ademas, el gasto en volumen del agente fue minimo para su aplicacion.
Por otro lado, los parametros de calidad no fueron afectados negativamente con la
aplicacidon de 4c. acético en forma de neblina, por lo que la nebulizacién ultrasénica
es una técnica que mantiene las propiedades de calidad, logrando reducir la pérdida

de peso en los frutos de limén en una aplicacion temprana.

114



Mediante la simulacién por CFD, en la etapa in vitro, se concluyé que, la mayor
saturacion del sistema se obtiene a los 120 y 360 segundos de generacion de la
niebla, por lo que para la parte in vivo se dejo el sistema encendido hasta la
saturacion y luego se colocaron los frutos de limén. También se observé que existen
zonas de estancamiento en la parte inferior del sistema, en donde la concentracion
de neblina es mayor, por lo que este sitio es el adecuado para colocar los frutos y

asi garantizar un mayor contacto con la niebla.

Ademas, se realizd6 una simulacion de CFD con el sistema de nebulizacion
ultrasénica y los frutos de limén, donde se observé que el mayor movimiento se
encuentra cerca de la entrada de la neblina al contenedor de los frutos, por lo que
se sugiere que, para optimizar el sistema, habran de implementarse dos
nebulizadores ultrasonicos para evitar zonas de baja movilidad de neblina en el
mismo y que todos los frutos se encuentren en un ambiente con un flujo de neblina

en movimiento.
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