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RESUMEN

Los frutos de fresa (Fragaria x ananassa) son apreciados por su contenido de vitaminas,
fibora y compuestos antioxidantes. Estos compuestos ayudan a la prevencion y/o
disminucién de enfermedades cronico no transmisibles. Sin embargo, al poseer una
epidermis delgada y elevada respiracion son susceptibles al deterioro microbiol6gico, a
la pérdida de componentes nutrimentales y a una corta vida de anaquel. Para reducir
estos problemas, se ha propuesto el uso de cubiertas comestibles adicionadas con
compuestos de origen natural como el quitosano (Q) y el propdleo (P), los cuales han
demostrado ser antioxidantes y con amplia actividad antimicrobiana. Actualmente, la
aplicacion de la nanotecnologia permite potenciar estos efectos al ser éstas mas
reactivas y eficientes. El objetivo de la presente investigacion fue desarrollar y evaluar el
efecto de cubiertas comestibles a base de nanoparticulas de quitosano (NPQ) y extracto
de propdleo sobre la calidad y capacidad antioxidante de la fresa durante el
almacenamiento. Se evaluaron cinco formulaciones con NPQ y/o propdleo (Q, Q+NPQ,
Q+NPQ+P10%, Q+NPQ+P20%, Q+NPQ+P30%) y un control (sin cubierta). Se
recubrieron 100 fresas por tratamiento y fueron almacenadas durante ocho dias a 4°+
1°C. Se evaluaron las variables de atributos de calidad (pérdida de peso, firmeza, sélidos
solubles totales (SST), acidez titulable (AT), color y presencia de microorganismos),
capacidad antioxidante, compuestos fendlicos y flavonoides totales. Los datos se
analizaron mediante un ANOVAy comparacion de medias de Tukey (p <0.05). La cubierta
de Q+NPQ+P10% mantuvo la calidad post-cosecha de la fresa por mas tiempo ya que
se observo una menor pérdida de peso, mayor firmeza y AT sin afectar las variables de
color y SST. Las cubiertas adicionadas con extracto de propéleo (Q+NPQ+P10, 20 y 30%)
presentaron los niveles de capacidad antioxidante, fenoles y flavonoides totales mas
altos. Asi mismo, estas tuvieron mayor inhibiciébn a nivel in vitro contra bacterias
patogenas (Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Listeria monocytogenes). Las
cubiertas comestibles adicionadas con nanoparticulas de quitosano y/o propéleo son una
alternativa viable para la conservacion post-cosecha de la fresa y mantener sus

compuestos antioxidantes por mas tiempo.



ABSTRACT

Strawberry fruits (Fragaria x ananassa) are appreciated for their vitamin content, fiber and
antioxidant compounds. These compounds help prevent and/or reduce chronic non-
communicable diseases. However, strawberries have a thin epidermis and high
respiration rate. Therefore, they are susceptible to microbiological deterioration, loss of
nutrient components and have a short shelf life. To reduce these problems, the use of
edible coatings added with compounds of natural origin such as chitosan (Q) and propolis
(P), which have been shown to be antioxidants and with extensive antimicrobial activity,
it proposed. Nowadays, the application of nanotechnology makes possible to enhance
these effects, because nanometric structures are more reactive and efficient. The
objective of this research was to develop and evaluate the effect of edible coatings based
on chitosan nanoparticles (NPQ) and propolis extract on the quality and antioxidant
capacity of the strawberry during storage. Five formulations with NPQ and/or propolis (Q,
Q+NPQ, Q+NPQ+P10%, Q+NPQ+P20%, Q+NPQ+P30%) and a control (no coating)
were evaluated. Experimentally, 100 strawberries were coated per treatment and stored
for eight days at 4 £1°C. The quality attributes (weight loss, firmness, total soluble solids
(TSS), titratable acidity (TA), color and presence of microorganisms), antioxidant capacity,
phenolic compounds and total flavonoids were evaluated. The data of the results were
analyzed using an ANOVA and Tukey mean comparison test (p <0.05). The
Q+NPQ+P10% coating maintained the post-harvest quality of the strawberry for longer
with less weight loss, higher firmness and TA without affecting the color variables and
TSS. The coatings added with propolis extract (Q+NPQ+P10, 20 and 30%) showed the
highest levels of antioxidant capacity, phenols and total flavonoids. They also had higher
inhibition in vitro against pathogenic bacteria (Escherichia coli, Salmonella enteritidis and
Listeria monocytogenes). Edible coatings added with chitosan and/or propolis
nanoparticles are a viable alternative for post-harvest conservation of the strawberry

keeping its antioxidant compounds for longer.
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1. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa) es uno de los frutos de mayor aceptacion a nivel mundial,
reconociéndose por sus caracteristicas sensoriales y nutrimentales. Posee una variedad
de compuestos esenciales para la salud humana, tales como micronutrientes, minerales,
vitaminca C, E, beta carotenos, folatos y compuestos fendlicos. Estos ultimos, estan
vinculados con el alto nivel de capacidad antioxidante que se le atribuye a la fresa?. Los
compuestos bioactivos de la fresa, exhiben importantes actividades bioldgicas tanto en
estudios in vivo como en in vitro, esto sugiere una posible relacion entre los compuestos
antioxidantes de la fresa y la prevencion y/o disminucion de enfermedades cronico
degenerativas ya que los compuestos antioxidantes actian previniendo la generacion
excesiva de radicales libres, evitando asi que se produzca el dafio celular por efecto del

estrés oxidativo?3.

La fresa es un fruto no climatérico, posee una epidermis muy delgada y fragil que lo hace
ser muy susceptible al dafio mecanico durante la cosecha, almacenamiento y
procesamiento, ocasionando un deterioro en el color, la textura y el sabor. Ademas, La
conservacion de los compuestos funcionales de la fresa también se ve afectada por su
vida de anaquel corta. Por otra parte, al ser de epidermis comestible, son las que
presentan mayores posibilidades de convertirse en vehiculos de microorganismos
patdgenos. En las ultimas décadas se han incrementado los problemas de salud de los
consumidores por la contaminacién de bacterias enteropatégenas en este tipo de
alimentos*®. Esta problematica ha estimulado la blisqueda de nuevos sistemas naturales
de conservacién, entre ellos, las cubiertas comestibles. El propdsito del uso de estas
cubiertas para frutas y hortalizas es retardar los cambios fisiol6gicos, extender la vida util
y evitar la pérdida de componentes importantes como los antioxidantes. Ademas, sirven
como vehiculos para incorporar aditivos especificos que refuerzan su funcionalidad tales

como antioxidantes y antimicrobianos®.



Se han utilizado polisacéaridos como el quitosano para formar cubiertas comestibles, esto
se debe a la capacidad que presenta el quitosano para constituir una matriz estructural
directamente sobre la superficie del fruto transparente y homogénea. Ademas, se ha
evidenciado su efecto antibacteriano y antifungico, se ha utilizado para mejorar la calidad
y prolongar la vida til de los productos hortofruticolas’. El propéleo es otra sustancia
natural que ha sido empleada en los recubrimientos. Esta constituido por una gran
variedad de compuestos quimicos como los fendlicos, flavonoides, etc. Aplicado a
productos hortofruticolas ha demostrado conservar los atributos de calidad y ademas

servir como un vehiculo de compuestos antioxidantes®®.

En la basqueda de mejores funcionalidades de las cubiertas se ha estudiado el uso de
materiales a escala nanométrica. Se han utilizado nanocompuestos en cubiertas
poliméricas las cuales al enlazarse con la matriz ofrecen una mayor resistencia mecéanica
0 una barrera para el intercambio de gases y compuestos volatiles!. En este sentido, al
aplicar nanoparticulas en cubiertas comestibles, se pretende mejorar la relaciéon y
sinergia con los compuestos debido a la mayor interaccion area superficie y como
consecuencia mejorar sus propiedades mecanicas y de barrera. Asi mismo, potenciar los
efectos sobre las caracteristicas deseadas en el fruto como la capacidad antioxidante y
atributos de calidad.

El objetivo de este estudio fue desarrollar y evaluar el efecto de cubiertas comestibles a
base de nanoparticulas de quitosano y/o extracto de propodleo sobre la calidad y
capacidad antioxidante de la fresa.



2. ANTECEDENTES

2.1 Fresa

La fresa pertenece a la familia de las Rosacceae, al género Fragaria, y especie F.
ananassa, su nombre procede del latin “fragans” que significa fragante, es una de las
frutas de mayor aceptacion mundial con multiples usos industriales como mermeladas,
purés, concentrados, helados, bases para yogurt, etc. Es una fruta apreciada por sus
excelentes propiedades organolépticas, pero extremadamente perecedera, debido a su
textura suave, alta sensibilidad al ablandamiento y susceptibilidad a microorganismos??.
La planta de fresa es de tipo herbaceo y perenne. El sistema radicular es fasciculado, se
compone de raices y raicillas. En condiciones éptimas pueden alcanzar los 2 a 3 m,
aunque lo normal es que no sobrepasen los 40 cm, encontrdndose la mayor parte (90%)
en los primeros 25 cm. La fresa es en realidad un falso fruto, formado por el
engrosamiento del receptaculo floral en el que estan insertos los verdaderos frutos
llamados aquenios, integrados en el receptaculo que es la parte carnosa comestible. Es
nativa de regiones templadas alrededor del mundo incluyendo partes de Norteamérica.
La planta es termoperiédica y fotoperiddica, es decir que su crecimiento depende de las
condiciones de luz y temperatura. Es un cultivo que se adapta a muchos tipos de climas,
pero la temperatura éptima para fructificacion adecuada esta entre los 15 y 20 °C. La
influencia del suelo, su estructura fisica y contenido quimico en cuanto a nutrientes son
las bases para un buen desarrollo. Requieren suelos ricos en materia organica, bien

aireados, drenados, pero con cierta capacidad de retencién de agua®?.

Las fresas generalmente se cosechan manualmente debido a su sensibilidad y
vulnerabilidad al dafio mecanico. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-
062-SCFI-2002, la fresa debe cosecharse con un 75 % de madurez o ¥ de sazbn para
lograr la maxima calidad en términos de apariencia visual (frescura, color, ablandamiento
y desordenes fisiologicos), textura (firmeza y jugosidad), el sabor y valor nutricional
(vitaminas, minerales, fibra dietética y fitonutrientes). conforme la fresa madura en la

planta, el peso, el % de sdlidos solubles, acido ascérbico y pectinas solubles en agua



aumentan; mientras que, la acidez, fenoles totales y actividad de polifenoloxidasa

disminuyen?s,

Es un fruto altamente perecedero con cortos periodos de maduracion y senescencia, lo
cual hace que su comercializacion sea un desafio. Fisioldgicamente se caracteriza como
un fruto no climatérico, con ausencia o muy limitada produccion de etileno postcosecha,
pero con un importante nimero de compuestos volatiles identificados, que junto a su
condicion de altamente perecedera, le hace evolucionar rapidamente con importantes
pérdidas por la contaminacién microbiana, razon por la que la cadena del frio, incluyendo
la pre refrigeracion, es de vital importancia. Su tasa de respiracion es alta,
aproximadamente 15 mg/ kg / h a 0°C y aumenta de 4 a 5 veces cuando la temperatura
se eleva a 10°C. Se puede reducir la tasa al mantener las fresas a bajas concentraciones
de Oz y atmoésferas altas de CO2. Bajos niveles de Oz en el ambiente pueden inducir
procesos de fermentacion en las frutas ocasionando la produccion de malos olores,

sabores y el deterioro del producto#13,

2.1.1 Calidad de la fresa

La calidad es la percepciéon del conjunto de atributos de un producto, los cuales son
evaluados constantemente en forma subjetiva y objetiva por el consumidor. Los atributos
de un producto como el tamafo, color, forma apropiada son otros de los criterios de
calidad mas importantes. El sabor y la textura son también factores de calidad de los
productos hortofruticolas, la firmeza esta relacionada con la resistencia al estrés
mecanico durante el transporte, ademas, un color y olor caracteristico es deseable ya
que indica madurez y refleja calidad de consumo!*. En el 6ptimo manejo y cuidado de los
atributos de frutas y hortalizas, radica la calidad y en ella la aceptacién o el rechazo de
las mismas. Una de las normas de calidad que debe cumplir el fruto de fresa para el
consumo en fresco en México, es la norma NMX-FF-062-SCFI-2002, la cual menciona

las especificaciones minimas de calidad que deben cumplir los frutos?®.



2.1.1.1 Contenido de solidos solubles (SST)

Los azucares son uno de los principales componentes solubles en los frutos blandos los
cuales proveen energia para la mayor parte de las reacciones metabolicas. Dentro del
total de sélidos solubles existen otros compuestos ademas de los azucares; tales como
acidos organicos, sin embargo, éstos constituyen el 85% del total de solidos solubles. Es
por eso que frecuentemente se considera a los °Brix como equivalentes de los sdlidos
solubles. Los azucares que se encuentran principalmente en el fruto de fresa son
sacarosa, glucosa y fructuosa, que en conjunto representan el 99% del total de los
azucares de las frutas maduras. Asimismo, se encuentran la ribosa, arabinosa, xilosa,
manosa y galactosa. Las fresas son aceptables con un contenido de sélidos solubles

minimo de 7 °Brix®.

2.1.1.2 Acidez titulable (AT)

El &cido citrico es el acido organico principal contenido en el fruto de fresa y el acido
ascorbico es la forma predominante de la vitamina C. La concentracion de éste acido
varia entre genotipos y es relativamente mas alto en frutos maduros. Se aceptan las

fresas con una AT de 0.8 % como valor maximo?1.

2.1.2.3 Color

El color de las fresas es equivalente al contenido de antocianinas en la epidermis y en la
corteza, la colorimetria es el Unico de los métodos fisicoquimicos que no requiere la
destruccion de la muestra. Para realizar la medicion se utiliza un aparato calibrado
denominado colorimetro. En el caso de variedades rojas se realizan mediciones de color
tanto en las zonas mas coloreadas como en las menos coloreadas. La funcién del

colorimetro es describir la epidermis de los frutos!’.



2.1.2.4 Firmeza

La textura de las frutas cambia debido a la hidrdlisis de los almidones y de las pectinas,
por la reduccion de su contenido de fibra y por los procesos de degradacion de las
paredes celulares. Las frutas se tornan blandas y mas susceptibles de ser dafiadas
durante el manejo post-cosecha debido al manejo o mal manejo que se les da. La pérdida
de agua es una de las causas principales de deterioro, da como resultado no solamente
pérdida cuantitativa directa, si no también pérdidas en la apariencia (marchitamiento y
deshidratacion) y la calidad en la textura (ablandamiento, flacidez, perdida de una textura

crujiente y jugosidad), asi como su valor nutricional®®.

2.1.2.5 Calidad nutricional de la fresa

Las propiedades nutricionales encontradas en las fresas, la hacen ser un fruto de
excelencia para el consumidor. Dentro de su composicion quimica destaca la presencia
de Vitamina C, taninos, flavonoides, antocianinas y acidos organicos (citrico, malico,
oxalico), también tiene un importante contenido de vitaminas: A, B6; sustancias
minerales; zinc, sodio, calcio, hierro, magnesio, fosforo, potasio; grasas y azucares, como

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Aporte nutricional de la fresa

Nutriente Por cada 100g de fruta
Agua 90.95¢
Proteinas 0.67g
Lipidos 0.3g
Fibra 249
Azlcares 4.89¢
Calcio 16mg



Magnesio 13 mg

Fosforo 24 mg
Potasio 153 mg
Vitamina C 58.8 mg
Vitamina E 0.29 mg
Beta Caroteno 7 ug
Luteina Y Zeaxantina 26 ug

Fuente: Adaptado de Giampieri et al. (2014).

Las fresas son frutas que aportan pocas calorias y cuyo componente mas abundante,
después del agua, son los hidratos de carbono (fructosa, glucosa y xilitol). Destaca su
aporte de fibra, que mejora el transito intestinal. En lo que se refiere a otros nutrientes y
compuestos organicos, las fresas son muy buena fuente de vitamina C y acido citrico,
acido salicilico, acido malico, acido oxalico y potasio, algunos de estos compuestos
actian como antinflamatorios y anticoagulantes. En menor proporcion, contienen
vitamina E, que interviene en la estabilidad de las células sanguineas y en la fertilidad.
La vitamina C tiene accion antioxidante, interviene en la formacion de colageno, huesos,
dientes y gloébulos rojos, favorece la absorcion del hierro de los alimentos y resistencia a
las infecciones, al igual que la vitamina E y los flavonoides (antocianos) que son
pigmentos vegetales que le confieren a estas frutas su color caracteristico. Por otra parte,
vitaminas como el acido félico, intervienen en la produccion de glébulos rojos y blancos,
en la sintesis material genético y la formacion anticuerpos del sistema inmunoldgico.
Mientras que el potasio es necesario para la transmisién y generacion del impulso
nervioso, para la actividad muscular normal e interviene en el equilibrio de agua dentro y
fuera de la célula. En estudios preliminares con animales se indica que las dietas ricas
en fresas también pueden tener el potencial para proporcionar acido salicilico y elagico y
minerales como el K, P, Ca, Na y Fe; ademas, de pigmentos y aceites esenciales. Estos
compuestos presentes en la fresa tienen un poder antioxidante potente y ayudan a

disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, mejoran la funcion endotelial



vascular y disminuyen la trombosis. Se ha demostrado en varios sistemas experimentales
(Tabla 2) la actividad anticancerigena de los extractos de fresas, asi como su blogueo de

iniciacion de la carcinogénesis y los beneficios para el envejecimiento cerebralt®113,

La fresa ha sido un fruto muy estudiado para conocer su capacidad antioxidante y varios
estudios han demostrado en general que posee un alto nivel de éstos, lo cual se relaciona
con la prevencion y/o disminucion de enfermedades cronico degenerativas ya que los

compuestos antioxidantes actlian previniendo la generacion excesiva de radicales libres®

2.2 Capacidad antioxidante
2.2.1 Radicales libres

Un radical libre es una molécula que tiene en su estructura uno o mas electrones no
apareados. Es altamente reactiva y clave para formar otros radicales libres en cadena,
De hecho, un radical libre puede afectar un millén de moléculas durante la reaccion en
cadena. Los compuestos en cuestion forman parte de las llamados especies reactivas

del oxigeno (ERO) o ROS (Reactive Oxigen Species)!®0.

Los radicales libres se liberan durante el metabolismo humano, y también se producen
por contaminantes ambientales, (atmosféricos, acuaticos, de suelos), radiaciones
(ultravioleta, gamma, hertziana), entre otros. Se pueden relacionar con el consumo o uso
de téxicos como el alcohol, tabaco y drogas o debido a una alimentacion no adecuada,
exposicion a fertilizantes o pesticidas. Se incluye ademas el metabolismo de algunos

quimicos y elevado estrés fisico o psiquico?..

2.2.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un término asociado a las células que se ven afectadas por un
radical libre, asi en condiciones normales se da un equilibrio entre la produccion de

radicales libres u otras especies reactivas con los mecanismos antioxidantes (exégeno y



enddgeno). Este equilibrio permite que la toxicidad por oxidacion sea menor y con menos
dafio celular. Sin embargo, cuando se rompe este equilibrio, se asocia con un déficit en
el sistema antioxidante o a la proliferacion descontrolada de los radicales libres. Existen
dos vias fundamentales para proteger al organismo de los radicales libres; enzimaticos y
no enzimaticos (endoégenos y exdgenos) y su interaccion puede ser intracelular o
extracelular. La via endogena requiere apoyo externo y por ello se recomiendan los
antioxidantes exdgenos, los cuales se van a adquirir principalmente de la dieta diaria®.
Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los organismos aerobios
cuentan con sistemas de defensa antioxidante, que incluyen moléculas, enzimas y

secuestradores quimicos que previenen el dafio oxidativo??.

2.2.3 Los antioxidantes y su papel en la salud humana

Los antioxidantes son moléculas que pueden prevenir el dafio oxidativo, las cuales son
capaces de donar electrones para estabilizar a los radicales libres y neutralizar sus
efectos dafiinos, puede retardar o prevenir la oxidaciébn de un sustrato oxidable, que
puede ser; lipido, proteina, ADN o cualquier otro tipo de molécula. Los antioxidantes
pueden ser de origen endbégeno (sintetizados por el organismo) y exdgeno (provenientes
de fuentes externas como los adquiridos en la dieta). Un antioxidante dietético, es decir
un antioxidante exdgeno, es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo
cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las
funciones fisiol6gicas normales de los humanos?'®. Dentro de los antioxidantes exdégenos
se incluyen la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides, compuestos fendlicos, entre
otros. La vitamina C constituye el antioxidante hidrosoluble mas abundante en la sangre,

mientras que la vitamina E es el antioxidante lipofilico mayoritario?s.

La capacidad antioxidante que presentan las frutas, en especial los frutos rojos como las
fresas, es el punto de interés ante la prevencion y el control de ciertas enfermedades. La
composicién quimica de las mismas contiene: flavonoides, isoflavonas, flavonas,

antocianinas, catequinas, isocatequinas, vitaminas C, E y [(-carotenos, que estan



directamente relacionadas con el control y disminucién de radicales libres a nivel celular,
los cuales son los principales protagonistas que participan en el desarrollo de diversas
enfermedades, incluyendo cancer, enfermedades cardiovasculares y trastornos

neurodegenerativos?*.

Los antioxidantes obtenidos a través de la dieta pueden actuar de dos formas: primero,
previniendo la generacidon excesiva de radicales libres, evitando asi que se produzca el
dafio celular por efecto del estrés oxidativo. Y segundo, después de que se ha producido
el dafio, los antioxidantes pueden controlar los niveles de radicales libres evitando que el
dafio continle avanzando e incluso algunos sintomas de estas enfermedades pueden
disminuir®. Por otra parte, Rodriguez et al. (2015)%® sefialan que la longevidad parece
aumentar en concordancia con los niveles de antioxidantes en la dieta y con una
reduccion calédrica; lo que puede propiciar una menor degradacion de las mitocondrias,

del metabolismo celular y del consumo de oxigeno.

En el caso de la diabetes los posibles mecanismos de los antioxidantes se relacionan con
la inhibicién en el intestino de la digestion de los carbohidratos, en particular la glucosa,
de la cual también se modula su liberacion por el higado. Podrian también estimular la
secrecion de insulina en el pancreas y activar los receptores de la misma y de alguna
manera activar la recaptura de glucosa en los tejidos blanco para la hormona. Ademas,
diversos autores han demostrado con base en investigaciones que los antioxidantes
juegan un papel importante en la prevencion y/o tratamiento de la diabetes, dichos
estudios han concluido que bajos niveles de antioxidantes en el plasma sanguineo estan
implicados en un mayor riesgo para el desarrollo de esta enfermedad. Muchas
complicaciones de la diabetes que conducen a la mortalidad del paciente, se han
relacionado con el estrés oxidativo, o que sugiere que se considere significativamente a

los antioxidantes como candidatos para el tratamiento de dicha enfermedad?>26.

Debido al aumento de obesidad y sus factores de riesgo, la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS), el Fondo Mundial para la Investigacion del Cancer (WFCR, por sus siglas
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en inglés) y el Instituto Americano de Investigacion del Cancer (AICR, por sus siglas en
inglés), entre otros, han sefialado que existe evidencia de que el consumo de al menos
cinco porciones de frutas y verduras todos los dias, disminuye el riesgo de diversas
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), ya que los estudios epidemiologicos
han llevado a establecer una estrecha asociacion entre la incidencia de enfermedades
tales como cancer de prostata, de mama, de colon, enfermedades cardiovasculares

(ECV) y diabetes tipo 2 con la carencia de cierto tipo de frutas y vegetales en la dieta?’.

La fruta de fresa ahora se considera un alimento funcional que ofrece multiples beneficios
de los cuales se han demostrado efectos antioxidantes, antiinflamatorios,
antihiperlipidémicos, antihipertensivos y/o antiproliferativos. Estos mecanismos de accién
estan relacionados con la modificacion de la etiologia de las ECNT, gracias al contenido
de vitaminas y compuestos fendlicos que poseen?®, En otro estudio, Wolfe et al. (2008)%
compararon la actividad antioxidante celular (AAC) y la capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (CARO) de las 25 frutas mas consumidas en los Estados Unidos, y
demostraron que la fresa, junto con la manzana son las frutas con la mayor contribucion
de ACC.

Si bien los estudios in vitro han aportado informacién importante para conocer lo efectos
antioxidantes de las fresas, estos son llevados a cabo en condiciones experimentales
controladas, que no se comparan con la situacion “in vivo™. Debido a esto ultimo, se han
llevado a cabo estudios asociados al consumo de fresas para comprobar su potencial
antioxidante y efectos de su consumo en diferentes biomarcadores de estrés oxidativo

tanto en modelos animales como en humanos (Tabla 2)?4.

Tabla 2. Diferentes biomarcadores de estrés oxidativo asociado al consumo de fresas.

ESTUDIO DE DIFERENTES BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Estudio / Presentacion Dosis Tiempo Resultado Referencia
poblacion
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Plasma humano, 25 g de polvo 2 tazas de 4 semanas Inhibicion de Basu et al.
mujeres con de fresa bebida de la (2009)2°
sindrome liofilizado fresa por dia peroxidacion
metabdlico lipidica
(actividad
antioxidante)
Plasma humano, Fresas frescas 454 g al dia 4 semanas Inhibicién de  Jenkins et al.
sujetos la (2008)20
hiperlipidémicos peroxidacion
lipidica
(actividad
antioxidante)
Géstrico de ratas Extracto de 40 mg/dia/Kg 10 dias Inhibicion de Alvarez-
fresa crudo de peso la Suarez et al.
corporal peroxidacion (2011)3
lipidica
(actividad
antioxidante)
Plasma humano, 50 g de fresa 2 tazas de 6 semanas Inhibicion de  Moazen et al.
sujetos con liofilizada fresa la (2013)%2
diabetes tipo 2 liofilizada peroxidacion
lipidica
(actividad
antioxidante)
Plasmay tejido Fresas frescas 25 g al dia 2 meses Inhibicién de Giampieri et
hepatico de rata la al. (2016)33
peroxidacion
lipidica
(actividad
antioxidante)
Plasma, adultos Fresas 25-50gal 12 semanas Inhibicion de Basu y cols.,
con adiposidad liofilizadas dia la 2014234
abdominal y peroxidacion
lipidos séricos lipidica
elevados (actividad
antioxidante)
Gastrico de ratas Extracto de 40 mg/dia/Kg 10 dias Aumento de Alvarez-
fresa crudo de peso actividad de Suarez y
corporal enzimas cols., 201131
antioxidantes
(actividad
antioxidante)
Plasmay tejido Fresas frescas 25 g al dia 2 meses Aumento de Giampieri 'y
hepético de rata actividad de cols., 201633
enzimas
antioxidantes
(actividad

antioxidante)
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Plasma humano, 50 g de fresa 2 tazas de 6 semanas Aumento del Moazen y
sujetos con liofilizada fresa estado cols., 2013832
diabetes tipo 2 liofilizada antioxidante

total (actividad

antioxidante)

Plasma humano, Fresas frescas consumo libre 2 semanas Aumento del Tulipani y
sujetos sanos de fresas estado cols., 2014835
diariamente antioxidante

total (actividad
antioxidante)

Fuente: Olas (2018)%4.

2.3 Problematica de la fresa

2.3.1 Conservacion post-cosecha

Aunque es un fruto muy apreciado por su alto valor nutricional tiene la desventaja de ser
altamente perecedero con cortos periodos de maduracion y rapida senescencia, lo cual

hace que su comercializacién sea un desafio®®.

La vida util de la fresa es de 2 a 3 dias después de la cosechay de 4 a 5 dias almacenadas
en refrigeracion. Este fruto posee una epidermis muy delgada y fragil que lo hace ser muy
susceptible al dafio mecanico durante la cosecha y almacenamiento, Ademas, la
actividad de enzimas como la polifenol oxidasa y peroxidasa provoca la degradacion de
las antocianinas y otros polifenoles que lleva a la decoloracion y, por lo tanto, un aumento

en el oscurecimiento de la superficie de la fruta'®.

Los frutos al ser recolectados quedan separados de su fuente natural de nutrientes, pero
sus tejidos contindan respirando, sus azucares siguen activos y otros componentes
sufren importantes modificaciones. Generalmente, la velocidad de deterioro es
proporcional a la velocidad a la que ocurre su respiracién. Siendo los productos mas

perecederos aquellos que tienen una velocidad de respiraciéon mas rapida®’. Para la fresa
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su tasa de respiracion es alta (aproximadamente 15 mg/ kg / h a 0°C y aumenta de 4 a 5
veces cuando la temperatura se eleva a 10°C. Se puede reducir la tasa al mantener las

fresas a bajas concentraciones de Oz y atmosferas altas de CO232.

2.3.2 Contaminacién microbiana de la fresa

Las frutas de epidermis comestible como la fresa son las que presentan mayores
posibilidades de convertirse en vehiculos de microorganismos patégenos. En las Gltimas
décadas, el aumento de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) asociadas al
consumo de alimentos frescos, entre ellos las frutas, ha conducido a las autoridades
sanitarias a considerar estas patologias como un problema de salud publica. Se han
incrementado los problemas de salud de los consumidores por la contaminacion de
bacterias enteropatdogenas en este tipo de alimentos. Dentro de los principales
microorganismos patdégenos humanos involucrados en estos brotes estan bacterias como
Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. siendo esta ultima
el agente causal de la mayoria de los brotes. Las fresas se encuentran expuestas a
contaminacion por microorganismos patégenos antes, durante y después de su cosecha.
En la pre-cosecha la tierra, el agua de riego, la presencia de materia fecal humana o
animal, el tipo de abono utilizado, el aire, y las personas que cuidan las tierras de cultivo.
En la post-cosecha destacan la maquinaria y equipo, los recipientes, animales
domésticos y silvestres, los trabajadores, el polvo de la atmdsfera y los vehiculos. Estos,

son elementos que influyen en la contaminacion de la fruta3°,54.

En vista de que la microflora de las frutas de epidermis comestible varia ampliamente y
refleja tanto las condiciones de cultivo como las condiciones sanitarias durante el
procesamiento y comercializaciébn, es necesaria la evaluacion de la calidad

microbiol6gica de estos productos, a fin de asegurar la inocuidad de los mismos>®.
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Ante esta problemética se hace necesario el desarrollo de nuevas tecnologias para
reducir el deterioro microbioldgico y la perdida de atributos de la calidad de la fresa. En
la busqueda de nuevos sistemas naturales de conservacion, una alternativa viable son

las cubiertas comestibles.

2.4 Cubiertas comestibles

Durante la conservacion, manipulacion y distribucion de la fresa, la composicion quimica
se modifica con el tiempo y provoca un descenso del valor nutritivo y calidad global. Al
ser tejidos vivos, son susceptibles después de la cosecha a cambios fisiologicos y
posteriormente bioquimicos. Para limitar estos cambios es indispensable controlar los
procesos respiratorios y enzimaticos, asi como los dafios mecénicos, responsables de
lesiones en tejidos y, como consecuencia de ello, pérdida de turgencia. Hoy en dia se
han desarrollado nuevas técnicas de almacenamiento, entre ellas, las cubiertas
comestibles, éstas hacen posible prolongar la vida Gtil y mantener sus atributos de calidad

por mas tiempo37:40,

Una cubierta o recubrimiento comestible es un material de envoltura delgado el cual es
utilizado en la industria de alimentos y que puede ser consumido como parte del mismo,
debido a que son de origen natural; como los polimeros biodegradables, compuestos no
toxicos y que ayudan a incrementar la calidad de los alimentos durante su conservacion
41, Estas cubiertas, pueden elaborarse con ingredientes basicos adecuados al producto
para brindarle la proteccion de barrera que sea necesaria, ademas ingredientes activos
pueden ser incorporados en estas cubiertas (compuestos antimicrobianos vy
antioxidantes), para ser consumidos en los alimentos, potenciando la seguridad y calidad

nutricional de productos hortofruticolas 642,

Los principales ingredientes utilizados en su elaboracion son proteinas (gluten de trigo,

maiz, colageno, queratina, proteina aislada de soya, caseina, proteina de maniy proteina
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de suero), a base de lipidos (ceras de abejas, candelilla y carnauba; aceites, resinas,
monoglicéridos, diglicéridos y los acidos grasos tales como el 4cido estearico, palmitico,
laurico y oleico), otros compuestos empleados son los polisacaridos (derivados de
celulosa hidrolizada, almidon, alginatos, pectinas, goma arabiga, quitosano, entre otros),

todos estos, ya sea utilizarlos solos o en combinacion®!.

2.4.1 Quitosano

El quitosano es un polimero natural derivado de la desacetilacion de la quitina [poli -3-(1-
4)-N-acetil-D- glucosamina] y es el componente principal del exoesqueleto de los
crustaceos. Se describe como un polisacarido cationico de bajo, medio o alto peso
molecular. Al tener grupos amino (-NH2) en su estructura quimica, cuenta con
propiedades Unicas e ideales que le confieren buenas caracteristicas para ser utilizado
en diferentes sistemas agricolas; incluyendo la conservacion de alimentos mediante el

desarrollo de recubrimientos y peliculas comestibles biodegradables*.

Se ha evidenciado su efecto antibacteriano y antifingico a nivel in vitro, asi como aplicado
directamente a productos hortofruticolas. Los recubrimientos a base de quitosano
presentan buenas propiedades mecanicas y permeabilidades selectivas al CO2y Oz, por
lo tanto, se utiliza para mejorar la calidad y prolongar la vida (til de frutas frescas’.

Muchos frutos, incluyendo la ciruela mexicana, el aguacate, la papayay la pitaya, se han
beneficiado con el uso del quitosano aplicado como recubrimiento. Se ha observado en
diversos estudios que disminuye el porcentaje de pérdida de peso, retrasa cambios en el
color, y en la acidez titulable durante el almacenamiento, ademas mejora la calidad de la

textura en estas frutas congeladas*+*3

Ventura-Aguilar et al. (2018)# evaluaron un recubrimiento de quitosano en combinacion
con aceite esencial de canela aplicado en fresas almacenadas a 5y 20° C. Los resultados
indicaron que la pérdida de peso se redujo 15 veces y la firmeza fue 33% mayor en los

frutos tratados con el recubrimiento de quitosano a comparacion del control. Los autores
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concluyeron que esta tecnologia fue efectiva para preservar la calidad de la fresa hasta
por 17 dias a 5 °C.

En frutos de platano, se reporta el uso de quitosano combinado con acido giberélico,
mostrando una reduccion de la pérdida de peso, firmeza, acidez, sélidos solubles totales
y contenido de &cido ascorbico, prolongando la vida atil de la fruta sin modificar la

coloracion de esta?s.

En otro estudio, Bello-Lara et al. (2016)*’ demostraron que el mango ‘Ataulfo’ almacenado
a 10 °C tratado con 1 % de quitosano en combinacion con 1 % de almidén, o 1 % de
pectina, tuvo mejor vida util en términos de mayor contenido de SST (16.96°Brix) y menor
pérdida de firmeza (3.34 kgf-cm?) en comparacion con los frutos control (2.26 kgf-cm?y

15.8 °Brix, respectivamente).

Ademas de ayudar a conservar la calidad y prolongar la vida de anaquel de los productos
hortofruticolas, se ha evidenciado la actividad antoxidante del quitosano aplicado como
recubrimiento®®. Hong et al. (2012)*° refieren que el tratamiento con quitosano al 2% en
frutos de guayaba almacenada a 11 °C durante 12 dias, puede inducir un aumento
significativo en la firmeza del fruto hasta de 14% comparado con el control. También se
observ6 un aumento en las actividades de la superdxido dismutasa y catalasa (13.53 U
g™t min™!) comparada con el control (11 U g min™t) e inhibié la produccién del radical
libre superoxido.

Diversos estudios han demostrado el aumento de la actividad antioxidante y reduccion
en la pérdida de componentes nutrimentales en frutas tratadas con quitosano. Petriccione
et al. (2015)°° aplicaron una cubierta de quitosano al 2% y ésta retras6 cambios en el
contenido de acido ascérbico (60 mg CCE/ 100 g FW) de tres cultivares de fresa
almacenada a 2°C durante 14 dias en comparacion con el control (48 mg CCE/ 100 g
FW). En otro estudio, Gol et al. (2015)%! aplicaron quitosano (0.5%) a la fruta de
carambola como recubrimiento, este retraso significativamente la reduccién de vitamina
C (24.42 mg/qg), pérdida de peso (9.9%), SST (7°Brix) y AT (2%) en comparacién con la

fruta sin tratamiento durante un tiempo de almacenamiento de 8 dias. Wang y Gao
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(2013)% reportan que el quitosano al 1% también retrasé la disminuciéon del acido
ascorbico y el porcentaje de decaimiento (15.7%) en las fresas almacenadas durante 9

dias a 5 °C comparadas con las fresas no recubiertas (95.2%).

Baldoni et al. (2016)°2 demostraron que, al aplicar un recubrimiento en higos, formulado
con 1% de quitosano + cera de abeja 0.5% y aceites esenciales de canela 0.025% o limén
1%, los SST fueron ligeramente mayores (16%), al igual que la actividad antioxidante
(68%) en los frutos con las cubiertas, ademas presentaron un menor crecimiento de
bacterias mesdfilas aerébias y hongos fitopatbgenos a comparacién de los frutos no
tratados.

Lopez et al. (2012)%2 evaluaron el efecto de recubrimientos comestibles de quitosano (1
y 2%) con y sin la adicion de aceite esencial de canela (0.03, 0.07 y 0.1%) sobre los
cambios en aceptabilidad, fenoles totales, capacidad antioxidante y poblacion microbiana
en fresas. Los resultados demostraron que los recubrimientos con quitosano mas almidén
con aceite esencial de canela fueron efectivos para prolongar la vida til de la fresa hasta
por 15 dias a 5 °C comparado con el control que present6 8 dias de vida de anaquel,
siendo el recubrimiento de quitosano (1%) mas aceite esencial de canela (0.1%), el mas
efectivo para mantener el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante, asi como

retrasar el desarrollo microbiano.

El quitosano es una sustancia que puede combinarse con otros compuestos hidréfobos
como aceites, ceras o resisnas, que también han demostrado poseer caracteristicas
deseables para los productos frescos y asi mejorar sus propiedades de barrera,

antimicrobianas y nutricionales 5442,

2.4.2 Propodleo

El propdleo es una sustancia de origen natural que se elabora por las abejas meliferas
(Apis mellifera) a partir de los exudados de las cortezas y diversos tejidos de las plantas,
la cual esta constituida por una gran variedad de compuestos, en general , por 30% de
cera, 50% de resinas y balsamo vegetal, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5%
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polen y otras sustancias como flavonoides (flavonas, flavonoles y flavononas) y
compuestos fendlicos®5>%6. Los flavonoides, acidos aromaticos y compuestos fendélicos
son los componentes activos mas importantes del propoleo y parecen ser los principales
componentes responsables de las actividades biolégicas de este compuesto. Ademas, al
propdleo se le atribuyen diferentes propiedades biolégicas, tales como: antitumorales,
antiprotozoarias, antivirales, antioxidantes, antiinflamatorias, antibacteriales y

antifungicas®’.

Dado que el propdleo es una buena fuente de polifenoles con mdultiples actividades
biolégicas y potenciales terapedticos, tiene un alto potencial para ser utilizado como un
aditivo natural con propiedades funcionales que se puede incorporar en cubiertas o
recubrimientos para la conservacion y proteccion de los alimentos para dar un valor

agregado ademas de inhibir ciertos microorganismos®859:56,

Se han realizado investigaciones para conocer lhas propiedades del propdleo como
cubierta comestible y se ha demostrado que en general, posee buenas propiedades,
sobre todo en combinacién con polisacaridos. En un estudio, Siripatrawan y Vitchayakitti
(2016)%° caracterizaron cubiertas de quitosano con la incorporacién de extracto etanélico
de propdleo (EEP) para su uso potencial en el envasado de alimentos, ellos encontraron
que el contenido fendlico total y 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) en peliculas de
quitosano, aumentaban al agregar e incrementar la proporcion de propdleo, ademas se
determind que componentes de ésta sustancia tales como la rutina, quercetina y
naringenina fueron los principales compuestos fendlicos del propoleo por lo que, a su vez,
fueron los principales contribuyentes a la actividad antioxidante. Por otro lado, observaron
que al agregar el extracto de propdleo a la cubierta con quitosano, las propiedades
mecanicas se ven mejoradas, siendo que actia como un agente plastificante
aumentando la elasticidad, la elongacion y reduciendo la resistencia a la traccion de las

peliculas.
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Los extractos de propéleo pueden ser aplicados a varios tipos de alimentos, incluyendo
a frutas frescas. Los recubrimientos con EEP han demostrado reducir la pérdida de peso
y la firmeza de varias frutas y verduras. Ademas, el propoleo se considera una sustancia
prometedora para reducir la incidencia del decaimiento y reduccién del valor nutricional
durante el periodo de almacenamiento de estos productos®:. Esto Ultimo se ha
demostrado en diversos estudios.

Thomas et al. (2016)52 incorporaron recubrimientos de EPP en dos concentraciones (33
y 66%) combinado con almidon de yuca al 3% a una temperatura de 4°C durante 16 dias
en fresas. Los resultados mostraron que el recubrimiento con 66% de propdéleo promovié
un mayor contenido de vitamina C (71.95 mg 100 g!) que las frutas sometidas a los otros
tratamientos, incluyendo el control (46.58 mg 100 g?). Ademas de que hubo una
tendencia al aumento del contenido fendlico (332.72 mg EAG g?') durante el

almacenamiento en las frutas evaluadas con el EEP.

Passos et al. (2016a)%® evaluaron los efectos de un recubrimiento EEP (70% alcohol,
extracto hidroalcohdlico de propdleo al 2.5%, extracto hidroalcohdlico de propoleo al 5%)
en peras durante 25 dias. Se evalu6 las caracteristicas fisicoquimicas y atributos de
calidad del fruto a temperatura ambiente. Se observo que los recubrimientos con propéleo
redujeron el porcentaje de pérdida de peso (20.26%) y hubo diferencias significativas
positivas en las variables SST (9.16%), AT (0.52%) y pH (4.33) al final del
almacenamiento comparadas con los frutos control (9.75%, 10.80 °Brix, 0.90% y 3.88,
respectivamente). En otro trabajo, Passos et al. (2016b)%* evaluaron los efectos de los
recubrimientos de EEP al 2.5% (p/v) sobre los atributos de calidad de los platanos
almacenados a temperatura ambiente durante 12 dias. Los platanos recubiertos con EEP
presentaron menores pérdidas de peso fresco (24.88%) en comparacion con los platanos

del tratamiento control (30.50%).

Barrera et al. (2015)%° evaluaron el efecto de dos recubrimientos, control (quitosano, 1%)
y tratamiento (quitosano 1% + EEP 5%), sobre las propiedades microbiolégicas y
fisicoquimicas de frutos de papaya. Los frutos recubiertos con el tratamiento mostraron

un indice de deterioro y un didmetro de la infeccion del hongo Colletotrichum
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gloeosporioides inferior (18.2% de inhibicion) al de las papayas control (<3% de
inhibicién) extendiéndose en dos dias la aparicion de dafios. Adicionalmente, el
tratamiento no afecto significativamente las propiedades fisicoquimicas de la papaya, en

comparacion con el control.

Si bien los compuestos como el quitosano y propoleo han demostrado ser efectivos para
los objetivos planteados, actualmente han surgido propuestas de alternativas para
potencializar el efecto sobre las caracteristicas que necesitamos, entre estas se

encuentra la nanotecnologia.

2.5 Nanotecnologia

El concepto de nanotecnologia fue propuesto por primera vez en 1959 por el fisico
Richard Feyman quien exploré la posibilidad de manipular la materia en la escala de
atomos y moléculas. Sin embargo, este concepto fue usado hasta 1974 por Norio
Taniguchi, un investigador de la Universidad de Tokyo. La nanotecnologia se refiere a la
habilidad de fabricar, caracterizar y manipular materiales a nanoescala cuyos tamafos
van desde 1 a 100 nandmetros (nm). Es integrada por varias disciplinas, incluyendo fisica,

quimica, biotecnologia e ingenieria®667:

El material, cuando se presenta en nanooescala, tiene propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas diferentes de aquellas en gran tamafio; también por su gran area superficial
relativa a la masa, las nanoparticulas son altamente reactivas. Al combinar materiales de
nanoestrucutra con otros polimeros se forman nanocompuestos que exhiben
caracteristicas fisioquimicas Unicas, tales como solubilidad, toxicidad, fuerza,

magnetismo, difusividad, 6ptica, color, y termodinamica®8.6°

El auge de la nanotecnologia radica basicamente en hacer productos de materia prima
mas eficientes, multifuncionales y ahorradores. Dentro del mercado global de la
nanotecnologia, los aspectos relacionados con el procesamiento de superficies y
peliculas delgadas juegan un rol predominante creciente sobre nanoparticulas y

nanocompuestos®®.
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2.5.1 Importancia de la nanotecnologia

La nanotecnologia empieza a presentarse en cada aspecto de nuestras vidas ya que esta
creciendo en varios sectores, incluyendo la agricultura, medicina, ropa, cosmeéticos,
alimentos, y la salud publica debido a su capacidad Unica para incrementar la solubilidad,
biodisponibilidad y proteger componentes bioactivos mientras se procesan Yy

almacenan’®.

En la industria farmacedutica, la nanotecnologia se ha empleado en los suplementos
nutricionales en sistemas de encapsulacion que transportan, protegen y distribuyen
componentes funcionales de los alimentos a un sitio de destino especifico y lo hacen de

manera eficiente’?,

Dentro del sector alimenticio la nanotecnologia tiene grandes ventajas en la conservacion
de alimentos, se utilizan polimeros a hanoescala para mejorar las propiedades de barrera
y mecdnicas, resistencia al calor y la biodegradabilidad de envases inteligentes,
empaques activos y cubiertas comestibles. Los envases biodegradables de
nanocompuestos son de gran potencial para el medio ambiente. El embalaje inteligente
permite a los consumidores elegir los productos correctos que tienen buena vida util y
también indican la naturaleza y otras caracteristicas de los productos que se consumen.
Ademas, se pretende mejorar el valor nutraceltico de los alimentos, incorporando
aditivos nutricionales sin alterar sus atributos fisicos y sensoriales. Por lo que se han
desarrollado una serie de diferentes nanoparticulas que, de acuerdo con las
investigaciones, prometen brindar mayor seguridad, aumentar el valor nutritivo y la vida

atil de los alimentos?273.66,

En otras aplicaciones, nanodispositivos 0 nanosensores en combinacion con polimeros
se utilizan para monitorear patégenos de alimentos y productos quimicos durante
procesos de almacenamiento y transito en envases inteligentes. Ademas, estos

dispositivos también pueden rastrear la historia del tiempo, la temperatura, y fecha de
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caducidad. Varios informes recientes indicaron que los nanosensores son capaces de

detectar toxinas y patégenos de los alimentos en el embalaje’.

La contaminacién microbiana ha dado lugar a infecciones patégenas y mala nutricion
asociada a los alimentos, por lo que la utilizacibn de nanomateriales con actividad
antimicrobiana ha demostrado tener buenos efectos contra mdultiples organismos
infecciosos resistentes a los medicamentos, en lugar de actuar en un proceso bioquimico
en particular como lo hacen los antibiéticos convencionales. Probablemente las
nanoparticulas interurmpan multiples procesos en las células microbianas de una manera
menos especifica’’?. Dentro de los compuestos utilizados en nanoescala que poseen
propiedades antimicrobianas se incluyen: Oxido de plata (Ag20), dioxido de titanio (TiO2),
oxido de magnesio (MgO), cobre y 6xido de cobre (CuO), 6xido de zinc (ZnO), selenuro
de cadmio / teluro, nanotubos de carbono y quitosano (Tan y cols., 2013). Su actividad
antibacteriana va a depender de factores como superficie, tamafio, forma, internalizacion
de particulas y funcionalizacién quimica. Su mecanismo de accién se basa en la adhesion

a la superficie celular causando una ruptura de la membrana y dafio al ADN"”.

2.5.2 Actividad biolégica de nanoparticulas de quitosano

Un componente que ha sido usado para la sintesis de nanoparticulas es el quitosano. Se
ha reportado que las nanoparticulas de quitosano (NPQ) debido a su bajo peso molecular
y pequefio tamafio pueden contribuir a potenciar el efecto antioxidante de este polimero,
ya que actuan sobre los radicales libres impidiendo las donaciones de hidrogeno por parte
de los iones metdlicos quelados. La no toxicidad y la biocampitibilidad de las NPQ, las
convierten en un excelente material de recubrimiento de frutas y verduras, aplicadas en
revestimientos, tienen la capacidad de controlar la descomposicion y prolongar la vida de
anaquel de diversas frutas como fresas, papaya pepino, zanahoria, manzana, citricos,
kiwi, melocotén, pera, fresa y cereza dulce. Ademds, pueden incorporarse a

recubirmientos comestibles y actuar como agentes nutraceuticos y antimicrobianos’®.
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Se han utilizado nanocompuestos de quitosano en recubrimientos, los cuales al enlazarse
con la matriz ofrecen una mayor resistencia mecénica o una barrera para el intercambio
de gases, una disminucion a la permeabilidad del vapor de agua y una menor pérdida de
compuestos volatiles (Kerch, 2015). La aplicacion de la nanotecnologia sobre polimeros
comestibles puede abrir nuevas posibilidades para mejorar no solo las propiedades de

recubrimientos sino también el costo eficiencia de los mismos’®.

Ortiz-Duarte et al. (2019)8° utilizaron nanocompuestos de quitosano y plata (Ag) en
recubrimientos para prolongar la vida Util poscosecha del meldn fresco recién cortado, la
fruta recubierta redujo la respiracion y la produccion de etileno en comparacion con las
de sin recubrimiento. La calidad, azUcares, acidos organicos y contenidos de vitamina C
no fueron afectados por la incorporacién de quitosano y plata, hubo menor degradacién
de la textura y firmeza (591 N) después de 13 dias a 5°C comparado el grupo control
(220.7 N).

Correa-Pacheco et al. (2017)%' evaluaron el efecto de cubiertas comestibles a
adicionadas con NPQ y Nanoparticulas de quitosano-aceite escencial de tomillo (NPQ-
AET) sobre el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides in vitro y la calidad de la
fruta Aguacate Hass. Las concentraciones de AET al 3 y 5% tuvieron un efecto fungicida.
El recubrimiento con la formulacion de 55% de NPQ-AET redujo notablemente la
incidencia de C. gloeosporioides sobre aguacate cv. Hass hasta en un 60%. Al final del
almacenamiento (8 dias), las NPQ-AET mantuvieron mayor firmeza (30.2 N) en
comparacion con los frutos no tratados (18.6 N). Estas cubiertas, no afectaron los

atributos de calidad del aguacate.

Por otra parte, se ha demostrado que las NPQ tienen un amplio espectro de actividad y
un efecto significativo en el control de hongos fitopatégenos, bacterias Gram-positivas y

Gram-negativas®?83,

Madureira et al. (2015)8* desarrollaron nanoparticulas de quitosano con bajo y alto peso
molecular. Los estudios antimicrobianos probaron que tiene altos valores de inhibicién

para todas las bacterias probadas (60-90%) (Bacillus cereus, E. coli, Listeria innocua, S.
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aureus, Salmonella typhimurium y Yersinia enterocolitica) con ligeras diferencias entre

ellas, siendo ligeramente mejores las producidas con alto peso molecular.

La actividad antibacterial del quitosano tal vez se debe al dafio en la membrana celular
que ha sido evidenciada por lisis de la célula a través de microscopia electrénica de
transmision. En este sentido, el modo de accion de las nanoparticulas de carboximetil
quitosano cuaternizado contra E. coli fue investigado por Wen et al. (2015)8° demostrando
gue las nanopatrticulas dafiaban la pared celular, mostrando rupturas notables o poros en

la superficie de la célula.

Sin embargo, a pesar de la evidencia cientifica de la interaccion de las NPQ con
microorganismos y en la aplicacion de recubrimientos comestibles, existe poca
informacion acerca de la sinergia que estas nanoparticulas puedan tener en combinacion
con extracto de propoleo para conservar la calidad poscosecha y capacidad antioxidante

de productos hortofruticolas.
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3. JUSTIFICACION

Las evidencias cientificas demuestran que las fresas ademas de nutrientes pueden
contener agentes bioactivos que le confieren su gran capacidad antioxidante y son
capaces de prevenir diversas enfermedades y/o reforzar el sistema inmunoldgico. A
medida que las ECNT adquieren mayor relevancia, se observa en los consumidores una
creciente tendencia a elegir los alimentos que se asocian con su salud y bienestar, dia a
dia exigen que los alimentos frescos estén exentos de sustancias de sintesis quimica, y
buscan aquellos enriquecidos con sustancias de origen natural que proporcionen
beneficios para su salud, que mantengan las caracteristicas nutritivas y sensoriales de
los productos adquiridos. La fresa a pesar de ser un fruto muy apreciado por su alto valor
nutricional, tiene la desventaja de ser muy perecedero, ademas presenta mayores
posibilidades de convertirse en vehiculo de bacterias patégenas, esto hace necesario el
desarrollo de nuevas tecnologias para reducir la pérdida sus compuestos, de sus
atributos de calidad y el deterioro microbiolégico. Una alternativa viable a este problema
es la utilizacion de las cubiertas comestibles adicionadas con nanoparticulas de
quitosano y extracto de propoleo, compuestos de origen natural que han demostrado
tener propiedades que ayudan a conservar y preservar la calidad de algunas frutas y
hortalizas durante su almacenamiento, ademas, de poseer propiedades antimicrobianas
importantes. En la blusqueda de mejores funcionalidades se ha estudiado el uso de
bionanocompuestos. En este sentido, al aplicar nanoparticulas en cubiertas comestibles,
se pretende mejorar la relacion y sinergia con los compuestos debido a la mayor
interaccién area superficie y potenciar los efectos sobre las caracteristicas deseadas en

el fruto como la capacidad antioxidante y atributos de calidad.
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4. HIPOTESIS

Las cubiertas comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y/o extracto de

propodleo conservaran la calidad y capacidad antioxidante de frutos de fresa.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Desarrollar y evaluar el efecto de cubiertas a base de nanoparticulas de quitosano y/o
extracto de propodleo sobre la calidad y capacidad antioxidante de la fresa durante el

almacenamiento.

5.2 Especificos

e Elaborar y caracterizar las cubiertas comestibles adicionadas con nanoparticulas
de quitosano y/o extracto de propéleo mediante Microscopia Electronica de

Transmisién, Microscopia 6ptica, Dispersion Dinamica de Luz, y Potencial Z.

e Evaluar el efecto de cubiertas comestibles adicionadas con nanoparticulas de
quitosano y/o extracto de propoleo sobre los atributos de calidad de la fresa
mediante las variables pérdida de peso, firmeza, solidos solubles totales, acidez

titulable, color y presencia de microorganismos patdogenos.
e Determinar el efecto de cubiertas comestibles adicionadas con nanoparticulas de

quitosano y/o extracto de propéleo sobre los compuestos fendlicos, flavonoides y
la capacidad antioxidante de las fresas tratadas con estas cubiertas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material bioldgico

Las fresas se adquirieron de huertos comerciales del municipio de Coatlan del Rio, del
estado de Morelos (Figura 1). Para el estudio, se seleccionaron las fresas de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-062-SCFI-2002, con un 75% de madurez o % de
sazon, descartando visualmente los frutos con dafios fisicos, con formas irregulares y

presencia de microorganismos.

Se utilizé quitosano comercial marca Sigma Aldrich® (Quitosano de baja densidad,

89.34% grado de des acetilacion, con peso molecular de 89.306 g-Mol).

El propdleo en grefia fue donado por el Dr. Tonatiuh Cruz Sanchez del apiario de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campus 4. Cuautitlan lzcalli, Estado de

México.
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Figura 1. Frutos de fresas provenientes de Coatlan del Rio, Morelos.
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6.2 Extraccion del propoleo

La extraccion del propoleo en grefia fue realizada por el laboratorio de Microbiologia de
la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores de
Cuautitlan, Estado de México bajo la asesoria del Dr. Tonatiuh Cruz Sanchez y se realizd
de acuerdo con los procedimientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-

2017 (Propoleos, produccion y especificaciones para su procesamiento).

El extracto que se obtuvo a partir del propdleo en grefia, fue utilizado para la elaboracion
de los extractos etandlicos de propdleo en tres concentraciones (10, 20 y 30%). Para
esto, se pesaron muestras de 1, 2 y 3 g del extracto blando del propdleo en una balanza
(OHAUS CS200, Japdn), las muestras se colocaron en vasos de precipitado, a los cuales
se les adicion6 10 ml de alcohol etilico. Posteriormente, las muestras se dejaron durante
3 h en una parrilla de calentamiento bajo agitacién magnética constante para la disolucion
del extracto blando en la solucion etandlica. Las muestras se colocaron en frascos ambar

de 15 ml y se guardaron en refrigeracion.

Posteriormente, el propdleo fue caracterizado en laboratorio de Microbiologia de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores de

Cuautitlan. Las especificaciones quimicas se presentan en el anexo 1.

6.3 Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano y las cubiertas
comestibles.

6.3.1 Sintesis de nanoparticulas de quitosano

Para obtener las nanoparticulas de quitosano (NPQ) se usG el método de
nanoprecipitacion empleado por Sotelo-Boyas et al. (2017)% (Figura 2). Primero se
preparé una solucién de quitosano al 0.05 y 0.01% (p/v) para obtener NPQ al 0.05 y

0.01%, paralo cual 0.05y 0.01 g de quitosano comercial se disolvieron en agua destilada
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y acido acético (Fermont®) 1% (v / v). Se dejé en agitacién constante durante 24 hy se
ajusté el pH a 5.6 con una solucion de NaOH 1N.

Se prepararon 40 ml de una solucién etandlica (alcohol etilico 94.9-96°, Hycel®) a la cual
se le adicioné 10 pL de tween 20 (Meyer®) y se dejé en agitacion durante 1h.
Posteriormente, 2.5 ml de la soluciéon de quitosano al 0.05% se agrego a la solucion
etandlica previamente preparada por medio de una bomba peristaltica (Masterflex C/L
Dual-Channel Pump) bajo agitacion magnética constante. Una vez formadas las
nanoparticulas, las soluciones obtenidas se colocaron en un rotavapor (Rotavapor Buchi
R-300, BM 500 Water Bath, Yamato CF 300) a 40 °C con una velocidad de 50 rpm y

posteriormente se almacend en refrigeracion (4 °C).

Figura 2. Sintesis de nanoparticulas de quitosano por el método de nanoprecipitacion: a)
sintesis de NPQ, b) concentracién de NPQ en el rotavapor.

Las nanoparticulas recién formadas se utilizaron para la elaboracion de las cubiertas
comestibles y la caracterizaciéon morfologica y fisicoguimica que incluy6: Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM, por sus siglas en inglés), Microscopia 6ptica, Potencial
Z y Dispersion Dinamica de Luz (DLS, por sus siglas en inglés).
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6.3.2 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La caracterizacion por TEM se realizo en el Laboratorio de Microscopia de la Escuela

Nacional de Ciencias Bioldgicas.

Se determiné el tamafio de las nanoparticulas de quitosano sin solucion (NPQ),
nanoparticulas de quitosano en una solucion de quitosano al 0.01% (NPQ 01) y por altimo
nanoparticulas de quitosano al 0.05% adicionadas en extracto de propdleo al 5% (NPQ
P). Para esto, se tomaron 2L de cada una de las muestras y se colocaron en una rejilla
porta muestra (lado oscuro de la rejilla) para TEM Lacey-Carbon y se dejé secar a
temperatura ambiente. Se observo en un Microscopio de Transmision Electrénica (JEOL-
JEM 2100, CNMM-IPN), con un voltaje de operacion de 80 kV. El tamafio de las
nanoparticulas promedio se calculé a partir de las imagenes del TEM utilizando el

programa de imagenes IMAGEJ.

6.3.3 Potencial Z y Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

El estudio del Potencial Z y la DLS se llevd a cabo en CICATA Legaria del Instituto
Politécnico Nacional. Las muestras analizadas fueron las siguientes: NPQ, NPQ 01, NPQ
05 Y NPQ P. Para esto, Se colocaron 3 ml de cada muestra, en una celda de cuarzo para
su analisis. Se utilizd un Zetasizer Nano - ZS90 (Instrumentos Malvern) y se analizaron

los resultados en el programa Zetasizer version 7.12.

6.3.4 Microscopia Optica

Para la caracterizacion de las cubiertas comestibles por microscopia 6ptica, se utilizaron
frutos de fresa las cuales se recubrieron con los seis tratamientos evaluados, incluyendo
al control (Tabla 3). Los frutos se dejaron secar a temperatura ambiente (28 = 2 °C)
durante 90 min. Posteriormente, se realiz6 un corte histolégico longitudinal delgado (500

pum), con ayuda de un bisturi, el corte se coloco en un portaobjetos para su observacion
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en el microscopio (Nikon Eclipse Ci, Japon) a una magnificacion de 10x. Las fotografias
se tomaron con una camara digital (Nikon, Japon). Se midié el grosor de la cubierta con

ayuda del programa de IMAGEJ.

6.3.5 Elaboracion de las cubiertas comestibles

Para la preparacion de las cubiertas comestibles nanoestructuradas se siguié la
metodologia empleada por Correa-Pacheco et al. (2017)8L. En un vaso de precipitado se
coloc6 quitosano comercial al 1% previamente preparado y se adiciond el glicerol en
agitacion constante aproximadamente durante 5 min. Posteriormente, a la mezcla se le
adicioné el propéleo por goteo con ayuda de una bomba peristaltica, a la vez que se
calentaba a una temperatura de 40 °C en una parrilla de calentamiento y con agitacion
fuerte y constante. Después de adicionar el propdleo, la emulsion se agité por 10 min
mas. Se apago el calentamiento y las nanoparticulas se adicionaron lentamente a la
emulsion, agitando constantemente durante 5 min. Posteriormente, la emulsién se
homogeniz6 a 10,000 rpm durante 1 min en un homogeneizador. La emulsién se

almacené en un frasco ambar a temperatura ambiente (Figura 3).

Figura 3. Desarrollo de las cubiertas comestibles: a) adicion de los compuestos
utilizados, b) cubiertas de quitosano y propdleo en agitacion constante, c)
homogenizacion de la cubierta comestible.
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6.3.6 Formulacion de los tratamientos

Se tuvo un total de seis tratamientos incluyendo el control que fueron las fresas sin

cubierta. Se evalud el propdleo a tres concentraciones diferentes (10, 20 y 30%) y

nanoparticulas de quitosano al 33% (Tabla 3).

Tabla 3. Componentes y formulaciéon de los tratamientos evaluados.

Formulaciones (ml)
Componentes T1 T2 T3 T4 T5 T6
Quitosano 99.7 66.7 66.1 66.1 66.1 C
(1%)
Glicerol 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 @)
Nanoparticulas 33 33 33 33 N
de quitosano
Extracto de 0.6 T
propéleo
(10%)
Extracto de 0.6 R
propoéleo
(20%)
Extracto de 0.6 O
propéleo
(30%) L
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6.4 Evaluacion del efecto de cubiertas comestibles sobre los atributos de

calidad de la fresa.

6.4.1 Aplicacion de las cubiertas comestibles en las fresas

Las fresas se lavaron con agua corriente para quitar el exceso de tierra y/o basura que
pudieran llevar y posteriormente se dejaron secar. Se sumergieron 100 fresas durante 30
s aproximadamente en cada formulacion evaluada (Tabla 3), se secaron a temperatura
ambiente y se almacenaron en contenedores PET en refrigeracion a 4 + 1 °C durante 8

dias y se evaluaron las variables correspondientes (Figura 4).

Figura 4. Aplicacion de las cubiertas comestibles a las fresas: a) inmersion del fruto en
el tratamiento, b) fresas con la cubierta comestible, c) secado de las fresas, d)
almacenamiento de las fresas en contenedores PET.

6.4.2 Evaluacion de los atributos de calidad de la fresa

Las variables asociadas con los atributos de calidad fueron: pérdida de peso, firmeza,
color, SST, AT y presencia de microorganismos patégenos. Estas se evaluaron durante
8 dias, excepto presencia de microorganismos patdégenos (Figura 5).
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6.4.2.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso se determind por gravimetria con ayuda de una balanza (OHAUS
CS200, Japon) mediante la diferencia entre el peso inicial y el final de cada unidad
experimental. Se pesaron los mismos 15 frutos de cada tratamiento todos los dias hasta
el término del experimento. El resultado se expresé en porcentaje, de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

e (Pi—Pf)
%Pérdida de peso = ————x100

Donde Pi= peso inicial y Pr = peso final.

6.4.2.2 Firmeza

La firmeza se determind utilizando un penetrémetro anélogo (GY-3, KANDPI, Jap6n) y se
empled una punta cilindrica de 8 mm de diametro, penetrando con este la zona media de
la fresa, en ambas caras del fruto. Se midieron 15 frutos por cada tratamiento. Se evalu6
al inicio y al final del experimento. Los valores se reportaron como la fuerza requerida

para atravesar la membrana del fruto en unidades de Newton (N).
6.4.2.3 Solidos solubles totales (SST)
Para determinar los SST, se utilizaron 15 frutos por cada tratamiento y se evaluaron cada

tercer dia. De los frutos, se extrajo una gota del jugo y con la ayuda de un refractometro

(Atago N-1E, Japdn) se obtuvieron los resultados, los cuales se expresaron en °Brix.

6.4.2.4 Acidez titulable (AT)

La determinacion de AT se realiz6 con base en la metodologia reportada por la A.O.A.C

(1990)%” y se evalud cada tercer dia. Esta consisti6 en pesar 20 g de muestra, se
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adicionaron 100 ml de agua destilada y se homogeneiz6 la mezcla. Posteriormente, se
recupero una alicuota de 5mL de la solucion y se titulé con hidréxido de sodio (NaOH) al
0.1 N, utilizando como indicador 2 gotas de fenolftaleina en solucion alcohdlica al 1%.
Los resultados se reportaron como porcentaje de AT y se expresaron como acido citrico,

de acuerdo con la siguiente ecuacion.

o, o (GB)(PA)(100)
AT = sy X100

Donde GB= Gasto de NaOH consumido; PA=Peso de acido presente en mayor %; A=

Alicuota tomada; M= Muestra utilizada.

6.4.2.5 Color

Para la determinacién del color se realiz6 una medicion diaria en ambas caras y en la
zona media de cada fresa utilizando un colorimetro (Konica Minolta, Baking Meter BC-
10, Japon), obteniendo las coordenadas de color L*, que es el indicador de la
luminosidad, a* (cromaticidad (-) verde a (+) rojo) y b* (cromaticidad (-) azul a (+)
amarillo), con las cuales se calcularon las diferencias de color AE, de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

AE = \/(AL)? + (Aa)? + (Ab)?

Donde L, a y b= Las diferencias entre los parametros de color de los frutos recubiertos y

de los frutos control.

Se toma como referencia el dia 1 (inicio del almacenamiento). Se midieron los mismos

15 frutos de cada tratamiento durante 8 dias.
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Figura 5. Mediciones de los atributos de calidad de las fresas con la cubierta comestible:
a) SST, b) refractdmetro con muestra del fruto, c) pérdida de peso, d) firmeza, e) color, f)
almacenamiento.

6.4.2.6 Presencia de microorganismos patdgenos

Para el analisis de presencia de microorganismos como requisito de atributo de calidad
de la fresa, se evaluo la efectividad antimicrobiana de las cubiertas comestibles a nivel in
vitro. Para esto, se utilizé la metodologia de las diluciones seriadas (Figura 6) para las

siguientes bacterias: E. coli, L. monocytogenes y Salmonella enteritidis.

El experimento se realizd en la Universidad Politécnica del Estado de Morelos (UPEMOR)

bajo la asesoria del Dr. Jesus Hernandez Romano, jefe del Laboratorio de Microbiologia.

6.4.2.6.1 Preparacion del medio de cultivo

Se utilizé agar y caldo nutritivo como medio de cultivo. Se utilizaron cajas Petri de plastico
estériles (20 cajas por tratamiento). Se pesaron en dos charolas de plastico 4.6 g de agar

nutritivo en cada una, el agar se vertié en dos matraces de Erlenmeyer con 200 ml de
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agua destilada cada uno. Para el medio de caldo nutritivo, se pesaron 0.48 g de este
mismo y se vertio en un matraz de Erlenmeyer con 60 ml de agua destilada. Todo se
colocé en agitacion durante 15 min para disolver el medio. Posteriormente, se colocaron
en la autoclave para la esterilizacion durante 30 min. Al finalizar el proceso de
esterilizacion, el agar se vertié en las 20 cajas y el caldo nutritivo en 20 tubos de ensayo,
esto ultimo dentro de una campana de flujo laminar. Los medios se guardaron a

temperatura ambiente.

6.4.2.6.2 Aplicacién del recubrimiento en el medio de cultivo

Se tuvo un total de seis tratamientos incluyendo el control (Tabla 3). Los recubrimientos
se aplicaron a las cajas con agar nutritivo un dia antes de la siembra de la bacteria, esto
se realiz6 con ayuda de una micropipeta, donde a cada caja se le aplico 0.5 ml de
recubrimiento distribuido uniformemente por todo el medio. Las cajas se dejaron abiertas
dentro de la campana de flujo para que el recubrimiento secara por completo. Una vez
secas, se rotularon y guardaron en la incubadora (BIOBASE BJPX-H48II, China) a 37 °C
durante 24 h.

6.4.2.6.3 Preparacion del inoculo y la suspension bacteriana

Se tomaron 50 pul de la cepa bacteriana inactiva y se coloco en dos tubos de ensayo con
caldo nutritivo (25 ul en cada tubo). Esto se realiz6 un dia antes de realizar las diluciones
seriadas para que la bacteria tuviera un crecimiento “overnight”. Los tubos se dejaron en

la incubadora a 37 °C durante 12 h.

”

A partir del cultivo de bacteria con crecimiento “overnight”,” se preparé una suspension
bacteriana el dia de la siembra, esta se ajusto en un espectrofotdmetro a una absorbancia
de 0.100 = 0.001 a 600 nm. Esta suspension se utilizd para realizar las diluciones

seriadas.
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6.4.2.6.4 Evaluacién de cubiertas comestibles con quitosano y/o extracto de

propoleo sobre el desarrollo de bacterias patégenas.

Se estandarizé la metodologia de las diluciones seriadas para determinar las diluciones
empleadas. De siete diluciones decimales de una cepa bacteriana, se seleccionaron
aguellas en las que el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) no fueran

mayor a 300 UFC. Las diluciones empleadas fueron 10y 10,

Se evaluaron seis tratamientos (Tabla 3) y se realiz6 un control que correspondian a las
cajas con medio de cultivo sin cubierta comestible. Se incluyd un control negativo (cajas

con caldo nutritivo como diluyente). De todo lo anterior descrito se realizaron 4 series.

Las diluciones seriadas se realizaron a partir de la suspension bacteriana que se ajusto
previamente, se prepararon 5 diluciones decimales (10> 102, 103, 104, 10°) y se hicieron
4 series independientes de estas diluciones. Se colocaron 135 ul de medio limpio en 5
microtubos de 1.5 ml estériles. Al primer microtubo (10') se le colocaron 15 pul de la
suspensién bacteriana ajustada a 0.100 Abs, se mezcl6 perfectamente y se cambié la
punta de la micropipeta y se tomaron 15 pl del primer microtubo y se adicion6 al segundo
microtubo (107?) y asi sucesivamente. Preparadas las diluciones de las 4 series, a partir
de la dilucion 104 se tomaron 100 pl y se colocaron sobre una caja Petri previamente
preparada con agar nutritivo. Se dispersoé el liquido con ayuda de aproximadamente 10
perlas de vidrio estériles, se dejo abierta la caja hasta que se evapord el exceso de
liquido. Se prosiguié a realizar la siguiente dilucion 10° y se sigui6 el mismo
procedimiento. Una vez secas las cajas, las perlas se colocaron en un recipiente con
cloro al 0.5% y las cajas se pusieron a incubar a 37 °C debidamente etiquetadas con
fecha, dilucién y nimero de serie. Se hizo lectura de las cajas a las 24 y 48 h de
incubacion haciendo un conteo de las colonias bacterianas. Se reporté en unidades

formadoras de colonias (UFC).
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Figura 6. Evaluacion del efecto de los tratamientos mediante la metodologia de las
diluciones seriadas: a) cajas Petri con la cubierta comestible, b) inoculacion de la bacteria
en la campana de flujo laminar, b) ajuste de absorbancia de la suspension bacteriana a
0.100 Abs.

6.5 Evaluacion del efecto de cubiertas comestibles adicionadas con
nanoparticulas de quitosano y/o propoleo sobre la capacidad antioxidante,

compuestos fendlicos y flavonoides totales.

6.5.1 Determinacién de la capacidad antioxidante

Se evalubé cada tercer dia y se determind siguiendo la metodologia empleada por
Ventura-Aguilar et al. (2018)*°. Previamente se preparé la solucién stock de 2.2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), el cual se utiliza generalmente como un reactivo para evaluar la
actividad de eliminacién de los radicales libres de los antioxidantes. Se pes6 0.01g de
DPPH y se aforé a 25 ml con metanol, de esta solucion, se tomo 1.3 ml y se afor6 a 10
ml con metanol para preparar la solucion diaria. Posteriormente, se pesaron 0.5 g de
muestra, se agregaron 5 ml de metanol y se maceré con un mortero en ceramica. La
solucién resultante se transfiri6 a cuatro tubos Eppendorf de 1.5 ml, los cuales se
centrifugaron (modelo Prism High Speed Microcentrifuge, Labnet International, U.S.A),
durante 10 min a 8000 rpm. De cada muestra, se tomaron los sobrenadantes de los
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cuales se tomaron 250 ul de la muestra y se agregaron a 750 ul de DPPH, mientras que,
para la prueba en blanco, a 250 pl de metanol se les agregd 750 ul de DPPH. Se dej6 en
incubacion por 30 min en la obscuridad. Al final, el porcentaje de reduccion de DPPH, se
determind espectrofotométricamente (517nm) con un espectrofotometro 10S UV-VIS

(Thermo cientific Genesys,China) calibrado con metanol con la siguiente formula:
% de reduccion de DPPH = AbsO — Absm x 100
AbsO

Donde AbsO= absorbancia del blanco y Absm= absorbancia muestra

6.5.2 Determinacién de compuestos fendlicos

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se evalu6 cada tercer dia y se analizo
con el método colorimétrico de Folin- Ciocalteau segun lo descrito por Singleton y Rossi
(1965)%8. De 150 pl de la muestra, se mezclaron con 3.85 ml de agua destilada, 250 pl de
fenol de Folin Ciocalteau y 750 ul de NaCOs. Se dej6 reaccionar durante 2 h en
obscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se midi6 a 760 nm con un
espectrofotometro 10S UV-VIS (Thermo cientific Genesys,China) y la concentracién de
los compuestos fendlicos totales de las muestras se expresé como mg de equivalentes

de &cido galico.

6.5.3 Determinacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides se siguié la metodologia de Chougui et al. (2013)8°.
Donde 2 g de fresa de cada tratamiento se maceraron con 5 ml de una solucion de
metanol al 80%. El macerado se llevd a una centrifuga a 8000 rpm durante 12 min
Posteriormente, se utilizaron 1.5 ml de sobrenadante que reaccionaron con 1.5 ml de
AICIz y después de 30 min se leyo la absorbancia de la muestra a 430 nm con un

espectrofotometro (Thermo cientific Genesys,China). El contenido de flavonoides se
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cuantifico utilizando una curva estandar de quercetina (20-110 pg quercetina) y se evaluo
cada tercer dia.

6.6 Andlisis estadistico

Se realizd6 un experimento completamente aleatorizado. Se realiz6 un Andlisis de
Varianza (ANOVA) y la prueba de medias de Tukey (p<0.05), utilizando el paquete

estadistico InfoStat version estudiantil 2018.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano

7.1.1 Microscopia electronica de transmision (TEM)

En el TEM, las imagenes muestran que las nanoparticulas de quitosano en todas las
muestras evaluadas se mostraron esféricas y distribuidas uniformemente en la mayoria
de los campos observados. En las NPQ se observo un tamafio promedio de 36.4 + 5.8
nm, mientras que en las NPQ 01 fue de 28.85 + 3.4 nm y las NPQ P un tamafio de 31.6
+ 7.9 (Figura 7).
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Figura 7. Determinacion del tamafio de NPQ en diferentes soluciones: a) NPQ
(nanoparticulas de quitosano sin solucién), b) NPQ 01 (nanoparticulas de quitosano en
solucién de quitosano al 0.01%), c) NPQ P (nanoparticulas de quitosano en solucion de
propdleo al 10%).
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7.1.2 Potencial z y dispersion dinamica de luz (DLS)

Las nanoparticulas que presentaron un potencial Z mayor fueron las NPQ P (127+ 20.81),
seguido de las NPQ 05 (67.50 = 12.66), ambas muestras fueron diferentes
estadisticamente de los demas tratamientos evaluados, mientras que las NPQ y NPQ 01
no mostraron diferencias estadisticas entre ellos, pero si con las otras muestras

analizadas (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del Potencial Z de las nanoparticulas de quitosano en diferentes

soluciones.
Muestra Potencial Z (mV)
NPQ 20.7+2.1%
NPQ 01 1253 +1.68%2
NPQ 05 67.50 + 12.66 P
NPQ P 127+20.81°¢

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). NPQ
(nanoparticulas de quitosano sin solucion), NPQ 01 (nanoparticulas de quitosano en solucion de quitosano al 0.01%),
NPQ 05 (nanoparticulas de quitosano en solucién de quitosano al 0.05%), NPQ P (nanoparticulas de quitosano en
solucién de propdleo al 10%).

Con relacion a la determinacion por DLS, se observa para las NPQ una distribucion
unimodal con un rango entre 50 y 500 nm con un pico maximo de 16.48 + 4.3 nm, las
NPQ 01 presentaron un tamafio maximo de 330.20 + 38.55 nm con un rango entre 40-
120 nm y 120-1000 nm vy distribucién bimodal, las NPQ 05 muestra una distribucion
unimodal entre 110-800 nm con un tamafio de 291.63 = 6.31 nm y finalmente las NPQ P
fueron las que presentaron un mayor tamafio 536.53 + 91.29 nm con una distribucion

bimodal entre un rango de 7-12 nm y 300-600 nm (Figura 8).
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Figura 8. Tamafo de distribucion de particula de nanoparticulas de quitosano en
diferentes soluciones: a) NPQ (nanoparticulas de quitosano sin solucion), b) NPQ
O1(nanoparticulas de quitosano en solucién de quitosano al 0.01%), C) NPQ 05
(nanoparticulas de quitosano en solucion de quitosano al 0.05%), d) NPQ P
(nanoparticulas de quitosano en solucion de propdleo al 10%).

7.1.3 Microscopia Optica

El espesor de las cubiertas comestibles de Q y Q+NPQ fue de 155.99 £+ 13.91 y 220.52
+ 20.56 um, respectivamente, mientras que, las cubiertas que contenian propdleo
presentaron espesores de 256.41 + 41.71 ym en Q+NPQ+NPQP10%, la cubierta
Q+NPQ+NPQP20% se observé con un espesor de 243.60 + 90.64 um y la cubierta con
la concentracion de propéleo mas alta (Q+NPQ+NPQP30%), fue la que presentd un

mayor espesor (309.83 + 45.33 um) (Figura 9).

100 pm

256.41 pm

Figura 9. Corte histologico de fresas con cubiertas comestibles vistas en el microscopio
Optico a una magnificacion de 10x: a) control (fresa no tratada); b) Q (quitosano); c)
Q+NPQ (quitosano + nanoparticulas de quitosano); d) Q+NPQ+ P10% (quitosano +
nanoparticulas de quitosano+ propoleo 10%); e) Q+NPQ+ P20% (quitosano +
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nanoparticulas de quitosano+ propdleo 20%); f) Q+NPQ+ P30% (quitosano +
nanoparticulas de quitosano+ propoleo 30%).

7.2 Evaluacion de los atributos de calidad de la fresa

7.2.1 Pérdida de peso

Las fresas que mostraron una menor pérdida de peso al final del almacenamiento fueron
las recubiertas con Q+NPQ+P10% y Q+NPQ (9.77 y 10.27%, respectivamente) seguido
de las cubiertas Q+NPQ+P30% y Q+NPQ+P20% (10.9 y 11.01%, respectivamente) las

cuales fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) al control (14.93%) (Figura 10).

16 -
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o

) - Q+NPQ

T g

g A&— Q+NPQ+P10%

g 6 Q+NPQ+P20%

= . —%—Q+NPQ+P30%
—e—CONTROL

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS DIA 8
Dias de almacenamiento

Figura 10. Representacion gréafica de la pérdida de peso diaria de frutos de fresa tratados
con cubiertas comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y/o propéleo durante
ocho dias de almacenamiento.
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7.2.2 Firmeza

Con respecto a la variable firmeza en la evaluacion inicial, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados, sin embargo, al término
del almacenamiento los frutos que fueron cubiertos con el tratamiento Q+NPQ+P20% vy
Q+NPQ+P10% mostraron una mayor firmeza estadisticamente significativa (p<0.05)
(4.96 N y 4.87 N, respectivamente) comparado con el control (3.83 N), sin embargo,

fueron estadisticamente similares al resto de las cubiertas evaluadas (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de firmeza de frutos de fresa tratados con cubiertas comestibles a base
de nanoparticulas de quitosano y /o extracto de propdleo durante ocho dias de

almacenamiento.

FIRMEZA (N)
Tratamiento Dias de almacenamiento
1 8
(x £ D.E) (x £ D.E)
Q 5.45+0.97 & 4.82 + 1.042b
Q + NPQ 543+1.002 4,50 £0.94
Q + NPQ + P10% 5.15+1.052 4.87 £0.67°
Q + NPQ + P20% 5.19+0.932 4.96+1.26"
Q + NPQ + P30% 524+1.28%2 475+ 1.022b
CONTROL 531+0912 3.83+0.752

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),
NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa

sin la cubierta comestible).
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7.2.3 Solidos solubles totales (SST)

Con respecto a los SST, no hubo diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos evaluados (Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de °Brix de los frutos de fresa tratados con cubiertas comestibles a

base de nanoparticulas de quitosano y/o propéleo durante ocho dias de almacenamiento.

°BRIX
Dias de almacenamiento
Tratamiento 1 5 8
(x £ D.E) (x £ D.E) (x £ D.E)
Q 6.72+0.81 6.85+0.842 6.79+£0.652
Q + NPQ 6.68 £ 0.64 2 6.83x0.722 6.87£0.742
Q + NPQ + P10% 6.67 +0.77 2 6.77 + 0.68 2 6.83 +1.02 2
Q + NPQ + P20% 6.61+0.702 6.67+£0.822 6.71+1.13%2
Q + NPQ + P30% 6.93+£0.882 6.80+0.682 6.78+1.012
CONTROL 6.82+£0.822 7.05+1.212 6.71£0.76 2

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),

NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de

fresa sin la cubierta comestible).
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7.2.4 Acidez titulable (AT)

Con respecto a los valores de AT, en el primer dia las fresas recubiertas con la cubierta
Q+NPQ fueron las que mostraron mayor porcentaje de AT (0.72%) siendo diferente
estadisticamente (p<0.05) del control (64%). Durante el dia tres no se mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, en el dltimo dia de
almacenamiento los frutos recubiertos con el tratamiento Q+NPQ+P10% mostraron
mayor porcentaje de AT (0.65%) comparado con el control (0.57%), siendo diferente
estadisticamente (p<0.05) (Tabla 7).

Tabla 7. Contenido de AT de frutos de fresa tratados con cubiertas comestibles a base

de nanoparticulas de quitosano y/o propéleo durante ocho dias de almacenamiento.

ACIDEZ TITULABLE (%)

Dias de almacenamiento

Tratamiento 1 3 5 8
(x £ D.E) (x £ D.E) (x £ D.E) (x £ D.E)
Q 0.69+0.022" 0.64+0.002 0.62+0.032% 0.60 + 0.03 &
Q + NPQ 0.72+0.04° 0.67+0.062 0.67+0.00° 0.58 + 0.00 &
Q + NPQ + P10% 0.70 £ 0.04 & 0.68+0.022 0.67+0.00° 0.65+0.02°
Q + NPQ + P20% 0.65x0.022 0.65+0.022 0.64 +0.00 2 0.59 +0.02 &
Q + NPQ + P30% 0.65+0.022 0.62+0.022 0.63+0.052% 0.59 + 0.052%
CONTROL 0.64+£0.002 0.62+0.032 0.59+0.022 0.57+0.022

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),

NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa

sin la cubierta comestible.
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7.2.5 Color

Se observo que al tercer dia de almacenamiento los frutos con la cubierta Q+NPQ+ P
20% mostraron una menor luminosidad (32.21) estadisticamente significativa (p>0.05)
comparados con el control (35.45). No se observaron diferencias significativas en todos

los tratamientos durante el resto del almacenamiento (Tabla 8).

Tabla 8. Valores de Luminosidad (L*) de frutos de fresa tratados con cubiertas
comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y /o extracto de propdleo durante

ocho dias de almacenamiento

LUMINOSIDAD (L*)

Tratamiento Dias de almacenamiento

1 2 3 4 5 8
(x+D.E) (x£D.E) (x+D.E) (x£D.E) (x£D.E) (x+D.E)
Q 34.09 £2.46% 33.14+3.198 33.90+1.88% 30.29+2.20* 31.56+1.87 30.98+2.282
Q+ NPQ 32.95+2.04% 33.28+2.84% 32.89+3.12% 3155+230% 3251+2.49% 31.54+2.41°
Q+NPQ+P10% 34.84 £2.42% 3219+2.19% 33.15+2.33% 3224+1.48 31.32+2.08 31.77+1.532
Q+NPQ+P20% 33.48 +3.74% 31.65+3.63% 32.21 +2.882 30.90 +2.492 30.18+2.83% 30.64 +2.542
Q+NPQ+P30% 3249 +4.43* 31.50+3.26% 32.98+2.29% 3192+2992 30.95+1.91% 31.17+2.272
CONTROL 33.73+1.83% 34.42+3.41% 35.45+3.12° 32.00 +2.862 32.56 +£2.602 32.32 +2.622

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano), NPQ
(nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa sin la cubierta
comestible).

La cromaticidad (C*) se mostro variable durante los dias de almacenamiento, al dia uno
los valores mas altos los presento la cubierta Q+NPQ+P20% (33.67) comparada con el
control (29.71), sin embargo, al término del almacenamiento, fue esta cubierta la que
presentd los valores mas bajos de cromaticidad (22.86), siendo estadisticamente
diferente (p>0.05) del control que presento los valores mas altos (28.00). En el resto de

los tratamientos, no hubo diferencias significativas comparados con el control (Tabla 9).
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Tabla 9. Valores de Cromaticidad (C*) de frutos de fresa tratados con cubiertas

comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y /o extracto de propdleo durante
ocho dias de almacenamiento.

CROMATICIDAD (C¥)

Tratamiento Dias de almacenamiento

1

2

3 4 5 8
(x+D.E) (x+D.E) (x+D.E) (x +D.E) (x +D.E) (x+D.E)
Q 27.97 +3.33" 30.31 £ 4.30? 26.05 + 2.463%° 29.77 £3.27° 27.37 £2.70% 26.87 + 2.84°
Q+NPQ 30.38 + 3.343¢ 31.36 £ 3.79% 27.47 +3.21% 28.16 £2.70%  27.05+2.93%® 27.31+2.27°
Q+NPQ+P10% 32.62 + 4.90" 30.54 + 3.50° 26.04 + 2,228 28.90 +4.36%®  27.85 +2.54% 27.35+3.21°
Q+NPQ+P20% 33.67 £3.19¢ 28.61 £ 4.442 23.77 £3.13? 27.19 + 4.40% 25.85 * 3.96% 22.86 + 3.84%
Q+NPQ+30% 31.65 + 3.25%¢ 29.99 +3.91° 24.95 + 3.02% 26.07 £ 2.08% 26.57 +2.57%  25.65+ 2.64%®
CONTROL 29.71 + 2.96% 30.38 £ 3.242 28.86 + 2.92° 30.01 +2.31® 29.07 +2.04° 28.00 + 2.81°

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano), NPQ

(nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa sin la cubierta

comestible).

En la variable de angulo de matiz, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (p>0.05) en los tratamientos evaluados (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores de angulo de matiz (H°) de frutos de fresa tratados con cubiertas
comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y /o extracto de propdleo durante

ocho dias de almacenamiento.

ANGULO DE MATIZ (H°)

Tratamiento Dias de almacenamiento

1 2 3 4 5 8
(x £ D.E) (x£D.E) (x+D.E) (x +D.E) (x +D.E) (x+D.E)
Q 2550 £4.19% 25.05+5.00% 20.67 £4.10° 24.72+547% 2155+4.05% 22.87+3.942
Q+NPQ 2516 +6.40* 24.09+4.25% 21.71+3.89% 23.85+3.97% 21.07+3.82% 22.72+3.85%
Q+NPQ+P10%  27.27 £9.15* 23.13+3.772 20.80+3.78* 23.13+3.51% 21552492 22.64 *2.962
Q+NPQ+P20%  28.78 £5.78* 24.35+3.60% 20.75+2.96% 24.48=x7.47% 21.85+3.532 2251+3.182
Q+NPQ+P30%  26.71+4.86% 24.65+6.66% 21.27+4.26% 22.74+5.33% 22.41+3.832 2197 +3.962
CONTROL 25.07 £5.952 2534 +5.40% 23.73+4.20% 23.95+4.41* 23.05+4.13*% 23.87 +5.062

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano), NPQ

(nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa sin la cubierta

comestible).
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7.2.6 Evaluacion antibacteriana de las cubiertas comestibles

7.2.6.1 Escherichia coli

Todos los tratamientos probados contra el crecimiento de E. coli en la diluciéon 10 fueron
estadisticamente significativos (p <0.05) respecto al control, sin embargo, en los
tratamientos con propdleo (Q+NPQ+P10% y Q+NPQ+P30%) se observé el menor
crecimiento de UFC después de 48 h (5.67 y 7.33 UFC, respectivamente) (Figura 11). En
la diluciébn 10° se presentd el mismo caso, donde los tratamientos con propdleo
(Q+NPQ+P10%, Q+NPQ+P20% y Q+NPQ+P30%) hubo menor crecimiento de UFC (de
1 a 3 UFC) frente al control (30 UFC) (Tabla 11).

Tabla 11. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de E. coli a dos diluciones
diferentes (10 y 10°) presentes en los medios de cultivo adicionados con cubierta
comestible después de 24 y 48 h.

Escherichia coli (UFC)

Dilucién 10* Diluciéon 10°
Tratamientos 24 h. 48 h. 24 h. 48 h.

(x +D.E) (x + D.E) (x +D.E) (x £ D.E)
Q 28.67 +17.50 33+22.072 1.33+£0.58 2 2+1.732
Q+NPQ 122 + 14.53°b 122 +14.53° 11.67 +3.21° 11.67 +3.21°
Q+NPQ+P10% 0x0°® 5.67+6.43°2 0x0¢@ 1.33+1.15%2
Q+NPQ+P20% 21.33+6.432 24 +£7.21%2 0x0¢@ 10+x1°8
Q+NPQ+P30% 267+2312 7.33+£231°2 0x0¢@ 3.67+4.04%2
CONTROL 211.7+34.12° 217.33+37.43° 26.33+4.04°¢ 30£0°¢

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),
NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (cajas de

medio de cultivo con bacteria sin la cubierta comestible).
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Figura 11. Desarrollo de UFC de E. coli in vitro tratados con cubiertas comestibles: a)
control a las 24 h dilucién 104, b) Q+NPQ+P10% a las 24 h dilucion 104, c) control a las
48 h dilucion 104, d) Q+NPQ+P10% a las 48 h dilucion 104

7.2.6.2 Listeria monocytogenes

Para el caso de L. monocytogenes se observé que en la dilucién 10 los tratamientos que
redujeron significativamente el crecimiento de UFC fueron los tratamientos Q,
Q+NPQ+P10%, Q+NPQ+P20% y Q+NPQ+P30% con un crecimiento de 0 a 1 UFC
respecto al control (286 UFC) a las 24 h (Figura 12). El tratamiento adicionado con Q
logré detener el crecimiento de UFC en la diluciéon 104 debido a que no se incrementaron
las colonias después de 48 h. En la dilucién 10-°los tratamientos con mayor concentracion
de propoleo (Q+NPQ+P20% y Q+NPQ+P30%) inhibieron por completo el crecimiento de
L. monocytogenes con 0 UFC después de 24 y 48 h (Tabla 12).
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Tabla 12. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de L. monocytogenes a
dos diluciones diferentes (10 y 10-°) presentes en los medios de cultivo adicionados con

cubierta comestible después de 24 y 48 h.

Listeria monocytogenes (UFC)

Dilucién 10* Dilucién 10°
Tratamientos 24 h. 48 h. 24 h. 48 h.
(x £ D.E) (x £ D.E) (x £ D.E) (x £ D.E)
Q 1+0% 1+£0°2 0+x02 3+2652
Q + NPQ 30 +£7.81° 108.67 +49.12° 32.33+0.58° 12.33+1.152
Q + NPQ + P10% 0x0°® 43.33+21.5972 0+x0¢@ 7.67+£7.23°2
Q + NPQ + P20% 0+0A 21+15.392 0+0° 0+0°
Q + NPQ + P30% 0x0°® 22.67+9.242 0+x02 0+x0¢°
CONTROL 286.67 +11.93 ¢ 300+8¢ 46 +19.29° 51.33+25.32"

*Medias con letra iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (Quitosano),
NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (Propdleo en diferentes concentraciones). Control (Cajas de
medio de cultivo con bacteria sin la cubierta comestible).

Figura 12. Desarrollo de UFC de L. monocytogenes in vitro tratados con cubierta
comestible: a) control a las 24 h dilucion 104, b) Q+NPQ+P20% a las 24 h dilucion 104,
c) control a las 48 h dilucion 104, d) Q*NPQ+P20% a las 48 h dilucién 104
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7.2.6.3 Salmonella enteritidis

Para el caso de S. enteritidis en la dilucién 10 todos los tratamientos fueron diferentes
estadisticamente respecto al control, sin embargo, fueron los tratamientos
Q+NPQ+P10% y Q+NPQ+P30% que después de 48 h mostraron menor crecimiento de
UFC (13. 33y 13.67, respectivamente) a diferencia del control que a las 48 h mostré un
crecimiento de 297 UFC (Figura 13). En la dilucién 10 el tratamiento Q+NPQ+P20%
seguido del tratamiento Q+NPQ+P30% presentaron un nimero bajo de UFC (1.67 y 2.33,
respectivamente) siendo estadisticamente diferente al control (40.33 UFC). El tratamiento
que logré inhibir el crecimiento de S. enteritidis fue el Q+NPQ+P10% ya que después de
24 y 48 horas tuvo 0 UFC para una dilucion de 10° (Tabla 13).

Tabla 13. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de S. enteritidis a dos
diluciones diferentes (10# y 10°) presentes en los medios de cultivo adicionados con
cubierta comestible después de 24 y 48 h.

Salmonella enteritidis (UFC)

Tratamientos Dilucién 10* Diluciéon 10°
24 h. 48 h. 24 h. 48 h.
* + D.E) (x + D.E) (x + D.E) (x + D.E)
Q 0+0® 29.67 £ 1532 0+x0°® 2.33+£0.582
Q + NPQ 188.67 +10.21 ¢ 190.33+11.72° 18.33+1.15°¢ 22+2.65°
Q + NPQ + P10% 11.33+£4.04 2 13.33+£5.69 2 0+x0¢® 0+x0¢@

Q + NPQ + P20% 38.33 £ 13.58° 38.33+£13.582 1.33+1.53° 1.67+2.08?2
Q + NPQ + P30% 13.33+10.122 13.67 +£9.872 2.33+1.53%2 233+153%
CONTROL 297 +5.20¢ 297 £5.20° 38.67+6.11°¢ 40.33+7.23°

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q
(quitosano), NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control

(cajas de medio de cultivo con bacteria sin la cubierta comestible).
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Figura 13. Desarrollo de UFC de S. enteritidis in vitro tratados con cubierta comestible:
a) control a las 24 h dilucién 104, b) Q+NPQ+P10% a las 24 h dilucién 10, c) control a
las 48 h dilucion 10+, d) Q+NPQ+P10% a las 48 h.

7.3 Evaluacién de la capacidad antioxidante, compuestos fendlicos y

flavonoides totales de las fresas

7.3.1 Capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicién del DPPH)

La capacidad antioxidante que presentaron las fresas fue muy variable durante los ocho
dias de almacenamiento. El primer dia, las fresas tratadas con Q+NPQ y Q+NPQ+P20%,
fueron las que mostraron un mayor porcentaje de inhibicion del DPPH (87.57% y 87.39%
respectivamente) siendo estadisticamente diferente (p<0.05) de los demas tratamientos
y el control (75.69%). Al tercer dia de evaluacion las fresas recubiertas con
Q+NPQ+P30% (90.27%) mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
respecto al control (69.59%), sin embargo, no fue diferente de las demas cubiertas
evaluadas. Durante el dia cinco, todas las fresas recubiertas fueron diferentes
estadisticamente (p<0.05) al control ya que este presentd valores bajos (57.33%)
comparado con los demas tratamientos los cuales mostraron valores que oscilaron de 72

a 79.88%. Para el ultimo dia de evaluacién, las fresas con los tratamientos Q,
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Q+NPQ+P10% y Q+NPQ+P30% (83.68, 87 y 92.45%, respectivamente) fueron las que
presentaron los valores mas altos de porcentaje de inhibicién del DPPH con respecto al
control (69.03%) (Tabla 14).

Tabla 14. Porcentaje de DPPH de frutos de fresa tratados con cubiertas comestibles a

base de nanoparticulas de quitosano y/o propéleo durante ocho dias de almacenamiento.

DPPH (%)
Tratamiento Dias de almacenamiento
1 3 5 8
(x +D.E) (x £ D.E) (x £D.E) (x £ D.E)
Q 86.03 £3.63 3"  73.91 + 6.522 79.88+1.66° 83.68+231"™
Q + NPQ 87.57 £1.93° 78.13+7.00% 72.64+0.88° 78.24 +3.09°

Q + NPQ + P10% 79.05+2.13 % 8256+ 1.123 73.98+242° 87.00+ 1.54°"
Q + NPQ + P20% 87.39+5.86°" 80.84+8.31% 72.66+4.38° 83.50+0.51°
Q + NPQ + P30% 82.31+5.80 % 90.23+0.37° 73.70+0.94° 92.45+6.61°
CONTROL 75.69+0.27¢% 69.59+197% 57.33+0.40°%2 69.03+0.62°%

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),
NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdéleo en diferentes concentraciones), control (frutos de
fresa sin la cubierta comestible).

7.3.2 Fenoles totales

Las fresas recubiertas con los tratamientos que contienen propéleo Q+NPQ+P30%,
Q+NPQ+P20% y Q+NPQ+P10% (69.98, 67.15 y 66.46 mg EAG g?! de fresa,
respectivamente) fueron los que tuvieron mayor contenido fendlico al dia uno comparado
con el control (48.08 mg EAG g de fresa), siendo estadisticamente diferentes (p<0.05).
Al tercer dia el tratamiento Q+NPQ+P20% (45.49 mg EAG ¢g' de fresa) fue el que
mantuvo su nivel de compuestos fenolicos totales mas alto. Durante los siguientes dias

(dia cinco y ocho), las fresas con mayor contenido de compuestos fendlicos totales fueron
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las recubiertas con Q+NPQ+P10%, ya que al término de la evaluacibn mostraron un
contenido de 28.49 mg EAG g de fresa respecto al control (18.13 mg EAG g de fresa)
(Tabla 15).

Tabla 15. Contenido de fenoles totales de frutos de fresa tratados con cubiertas

comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y/o propéleo durante ocho dias de
almacenamiento.

FENOLES TOTALES (mg EAG g de fresa)

Tratamiento Dias de almacenamiento

1 3 5 8
(x £D.E) (x £D.E) (x £D.E) (x £ D.E)
Q 55.07 + 458 %"  41.69+ 1.54 ¢ 31.18 £ 4.59 @ 26.23 +3.52 %
Q + NPQ 57.80+4.73 " 38.49+2.10° 33.27+5.74 % 24.19+5.80 %
Q +NPQ +P10% 66.46 +2.46 < 39.10+1.95° 34.75+2.32° 28.49+1.20°
Q +NPQ +P20% 67.15+2.65¢ 45.49+0.56 ¢ 31.83+3.22% 25.53+2.63%
Q +NPQ +P30%  69.98+2.02¢ 40.12+0.77 " 30.67 + 4.54 @ 2447 +1.35%
CONTROL 48.08 + 0.662 244+205%2 22.85+4.01°2 18.13+2.92 %

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),

NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa
sin la cubierta comestible).

7.3.3 Flavonoides totales

El comportamiento del contenido de flavonoides fue variable, ya que el primer dia todos
los tratamientos evaluados fueron estadisticamente diferentes entre si (p<0.05). Sin
embargo, durante los ocho dias de almacenamiento, las fresas cubiertas con el
tratamiento Q+NPQ+P20% fueron las que tuvieron un mayor contenido de flavonoides
totales, estas mostraron un contenido de 554.61 ug quercetina g* de fresa al Ultimo dia

de evaluacion, por lo que fue diferente estadisticamente (p<0.05) del control (508.05 pg
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quercetina g de fresa) y los demas tratamientos evaluados EIl Ultimo dia de

almacenamiento el que presentd menor contenido de flavonoides fue el tratamiento

Q+NPQ seguido del Tratamiento Q (402 y 409.12 ug quercetina g' de fresa,

respectivamente) (Tabla 16).

Tabla 16. Valores de flavonoides totales de frutos de fresa tratados con cubiertas

comestibles a base de nanoparticulas de quitosano y/o propéleo durante ocho dias de

almacenamiento.

Tratamiento

FLAVONOIDES TOTALES (ug quercetina g* de fresa)

Dias de almacenamiento

1
(x = D.E)

3
(x £ D.E)

5 8
(x + D.E) (% + D.E)

Q

Q + NPQ

Q + NPQ + P10%
Q + NPQ + P20%
Q + NPQ + P30%
CONTROL

667.12+5.82"
698.16 £ 8.46 ©
853.70 £ 4.48 ©
954.22 +8.89
758.94 + 5.60 ¢
588.23+£4.472

750.53 + 11.64 ¢
620.56 + 6.72 °
667.12 £ 10.08 ¢
97491 +15.80 ©
647.07 + 15.07 b°
459.55+1.94¢%

515.81+9.70" 409.12 +20.25°?
522.92+11.69° 402.65+4.04?
546.85+ 17.46° 505.46+ 11.69°
645.13 £9.96¢ 554.61+3.36°
400.71 +£16.27% 498.35+ 3.88°"
524.22 +11.20° 508.05+ 13.99°

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p >0.05). Q (quitosano),

NPQ (nanoparticulas de quitosano), P10, 20 y 30% (propdleo en diferentes concentraciones), control (frutos de fresa

sin la cubierta comestible).
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8. DISCUSION

Las nanoparticulas caracterizadas por TEM, presentaron forma esférica y se encontraron
distribuidas de manera uniforme. Con respecto al tamafio, las NPQ mostraron valores de
36.4 nm, lo cual difiere de lo reportado por Sotelo-Boyas et al. (2017)%y Correa-Pacheco
et al. (2017)® donde las nanoparticulas de quitosano preparadas por el método de
nanoprecipitacion mostraron valores de 4.7 y 4.5 nm, respectivamente. Sin embargo,
Woranuch y Yoksan (2013)%° reportaron tamafios de nanoparticulas de quitosano
preparadas por gelaciéon idnica que oscilaron entre 80 y 100 nm. Cabe mencionar que los
cambios en el tamafio de las nanoparticulas pueden verse influidos por la naturaleza y la
concentracion del polimero en la fase orgénica, la polaridad del disolvente, la naturaleza

y la concentracion de los surfactantes en la fase acuosa®..

Con respecto al potencial Z, las NPQ mostraron una carga positiva de 20.7 mV lo cual
coincide con Sotelo-Boyas et al. (2017)2 donde obtuvieron valores positivos de 20.2 mV
para nanoparticulas de quitosano. Conforme se incrementé la concentracion de
quitosano, el valor del potencial Z aumentd, ya que el tratamiento NPQ 05 present6 un
valor de +67.50 mV. El mismo efecto observaron Ong et al. (2017)% donde caracterizaron
nanoparticulas de quitosano y propoleo y a medida que aumentaron la concentracién de
quitosano, el potencial Z se increment6 de +45.2 mV a +60 mV. De acuerdo con Mujtaba
(2019)* esto se debe a que el quitosano contiene grupos amino (-NHs*) en forma
protonada que le confieren una carga positiva. Por otra parte, Ranjan et al. (2010)%
menciona que nanoparticulas con valores de potencial Z mayores a +30 mV o0 menores -
30 mV presentan alto grado de estabilidad lo cual se observé en el tratamiento NPQ 05.
En relacién a la muestra NPQ P, se observé un potencial Z mas alto comparado con el
resto de las muestras, presentando un valor de +127 mV. Amalina et al. (2019)%
observaron un efecto similar, en donde el incremento del potencial Z de extracto de
propéleo cargado de quitosomas se asoci0 con la interaccion de las propiedades
cationicas del quitosano y el grupo de cabezas polares de los compuestos del propéleo

aumentando asi la carga de la particula. Si bien la carga de las nanoparticulas se
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comporta diferente de acuerdo con el medio en la que esta suspendida, los valores siguen
siendo o6ptimos de acuerdo con lo que reporta Bhattacharjee et al. (2016)% donde
menciona que mientras las particulas tengan una potencial Z alto ya sea negativo o
positivo se repeleran entre si lo que conducira a una mayor estabilidad que en una carga
neutra, evitando la tendencia a la aglomeracion debido a las fuerzas de repulsion
eléctrica. En la determinacion de la distribucion del tamafio de particula por DLS, las
nanoparticulas en la solucién de quitosano en concentraciones de 0.01 y 0.05 %
mostraron valores mas altos (330.20 y 291.63 nm, respectivamente) que los tamafios
obtenidos en las micrografias del TEM, sin embargo, Correa-Pacheco et al. (2017)%!
mencionan que el tamafio y distribucion de la particula depende del método de
preparacion para las mediciones. En ambas técnicas (TEM y DLS) existen diferencias de
preparacion de las muestras, por tanto, son factores que pueden afectar los resultados

de la medicion®7-98,

Las cubiertas que contenian propoleo (Q+NPQ+P10, 20 y 30%) presentaron los mayores
espesores, estos oscilaron de 256.41 a 309.83 ym. En otros estudios, Sipahi et al.
(2013)*° y Mantilla et al. (2013)1°° mostraron resultados similares al medir el espesor de
una cubierta a base de alginato de sodio y pectina sobre meldn y pifia, respectivamente,
los espesores iban desde 180 a 412 um dependiendo de la concentracion de alginato
empleada. En este ensayo la concentracion de quitosano y propéleo empleada fue
variable en cada formulacion por lo que explicaria la variacion de espesores en las
cubiertas. De acuerdo con Embuscado et al. (2004)°! el espesor de una cubierta no debe
exceder los 300 um porque crea una fermentacion interna que destruye a la fruta en un

tiempo mas corto que la fruta sin cubierta.

Las fresas que mostraron una menor pérdida de peso al final del almacenamiento fueron
las recubiertas con Q+NPQ+P10% y Q+NPQ (9.77 y 10.27 %, respectivamente), los
resultados coinciden con otros estudios en fresas, por ejemplo, Gol et al. (2013)°2
reportaron un menor porcentaje de pérdida de peso (4.08%) en las fresas recubiertas con

1% de Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y quitosano al 1% respecto al control (14.34%)
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después de ocho dias de almacenamiento. Por otra parte, Trejo-Marquez et al. (2007)103
formularon un recubrimiento a base de gelatina que fue aplicado en fresa. Los autores
observaron una reduccion del 50% en la pérdida de peso de las fresas tratadas. Esto
pudo deberse a los efectos de las cubiertas, que sirven como barrera semipermeable
entre el oxigeno, el diéxido de carbono y la humedad, lo que reduce la respiracion, la
pérdida de agua y las reacciones de oxidacion4.

Todas las fresas recubiertas mostraron un efecto positivo en la firmeza al término del
almacenamiento, sin embargo, fueron los tratamientos Q+NPQ+P10% y Q+NPQ+P20%
que tuvieron una mayor firmeza (4.87 y 4.96 N, respectivamente). Los resultados
coinciden con Restrepo et al. (2010)% donde reportan una mayor firmeza en fresas con
una cubierta de gel mucilaginoso de penca de sabila y cera de carnauba y resaltan que
la disminucién de firmeza en fresas que no estan recubiertas se encuentra relacionada
con el aumento en el % de pérdida de humedad. Por otro lado, Pilon et al. (2014)16
reportaron resultados diferentes. Ellos aplicaron una cubierta de nanoparticulas de
quitosano obtenidas de dos concentraciones de solucion de &cido citrico acuosa a
manzanas recién cortadas y no se observaron diferencias significativas entre las
manzanas tratadas y el control. Sin embargo, el efecto positivo en el porcentaje de
pérdida de peso y la textura de las fresas en esta investigacion, pudo deberse a la
combinacion del propdleo con el quitosano. Sobre este tema, Siripatrawan y Vitchayakitti
(2016)%0 estudiaron el efecto de la incorporaciéon de propéleo en propiedades funcionales
de peliculas de quitosano. Dentro de las propiedades estudiadas, determinaron que la
adiciéon de propdleo redujo la permeabilidad de vapor de agua en las peliculas, debido a
gue los compuestos polifenélicos del propdleo pueden ser capaces de encajar en la
matriz de quitosano y establecer interacciones tales como la union hidrégeno o covalente
con grupos reactivos de quitosano, estas interacciones entre la red de quitosano y
compuestos polifendlicos limitan la disponibilidad de grupos de hidrégeno para formar la
unién hidréfila con agua, lo que lleva a una disminucién en la afinidad de las peliculas de
quitosano hacia el agua y menor permeabilidad de vapor de agua de las cubiertas. En
otro estudio, Bodini et al. (2013)°7 determinaron que la incorporacién de EEP llevé a una
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reduccion significativa en la permeabilidad de vapor de agua en relacién con la pelicula
de control (0O g/100 g de gelatina), ellos argumentan que la alta concentraciéon de EEP
puede alterar la interaccion entre el vapor de agua y la matriz de polimero, debido
posiblemente, a la reduccién de higroscopicidad de las peliculas como una funcion de la
concentracion aumentada de compuestos hidréfobos en la matriz de proteina de

propdleos.

Con relacién al color de las fresas, los datos de luminosidad y angulo de matiz no
presentaron diferencias al final del almacenamiento. Trejo et al. (2007)° reportaron que
la aplicacién de un recubrimiento comestible utilizando 1 y 2 % de gelatina no afecto la
luminosidad de las fresas almacenadas en refrigeracion durante 10 dias. Se presento el
mismo comportamiento en el estudio de Del Valle et al. (2005) |os cuales aplicaron un
recubrimiento a base de mucilago de cactus y glicerol en fresa almacenada por 10 dias
ab°C y 75% H.R. Se observd que el recubrimiento comestible no presentd
modificaciones en los parametros de color. En esta investigacion se observé una
diferencia significativa (p<0.05) en los valores de cromaticidad de la cubierta
Q+NPQ+P20%, la cual presenté una disminucion respecto al control. El factor de
cromaticidad representa el cambio del color rojo a verde, es un método para distinguir la
madurez de la fruta, al disminuir los valores positivos se tiene una disminucion en la
tonalidad de color rojo'®. Segun Kader (2011)'%°, estos cambios en el color de la piel y
pulpa de la fruta, luego de su maduracién, se originan por la disminucion de
constituyentes quimicos como clorofilas, antocianinas, carotenos, xantofilas y
flavonoides. Restrepo, Cortés y Rojano (2009)1° sefialaron que esta disminuciéon puede
deberse a la actividad respiratoria y enzimatica que causa la pérdida de calidad por
pardeamiento oxidativo. El color en la fresa es un atributo muy importante para la
aceptacion del producto por el consumidor, las cubiertas comestibles aplicadas en este

estudio, no modificaron de manera significativa el color original de las fresas.

Con respecto a los SST, los obtenidos coinciden con Pastor et al. (2010)'!? los cuales
aplicaron un recubrimiento comestible de HPMC y extracto de propéleo en uvas y no

encontraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Los autores
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mencionan que esto se debid probablemente a la variabilidad natural de las muestras,
que no permitio la observacion de las posibles pequefias diferencias inducidas por los
diferentes recubrimientos. Barrera et al. (2012)'? también reportaron que no hubo
diferencias en el contenido de SST en frutos de papaya tratados con una cubierta
formulada con extracto de propdleo. Por otro lado, con relacion a la acidez titulable, todas
las fresas tratadas con la cubierta mostraron valores mas altos comparados con el control
en el ultimo dia de almacenamiento. Este efecto se atribuye posiblemente a las cubiertas
comestibles, ya que ralentizan la frecuencia respiratoria de las fresas y retrasan la
utilizacion de los acidos organicos en la reaccion enzimatica. Cabe mencionar que la
fresa al ser un fruto no climatérico, su intensidad respiratoria y produccion de etileno no
exhiben un notable aumento durante su maduracion y no presentan cambios marcados

en su calidad interna después de la cosechal®3,

En lo que respecta a la efectividad antibacteriana, las cubiertas que contenian en su
formulacion Q+NPQ+ P10, 20 y/o 30% ejercieron el mayor efecto para retardar o inhibir
el crecimiento de UFC de las bacterias evaluadas (E. coli, S. enteritidis y L.
monocytogenes) ya que mostraron crecimientos de 0 a 13 UFC comparado con los
controles (217 a 297 UFC) en la dilucién 10 después de 48 h. Son pocos los estudios
gue demuestren la actividad antimicrobiana de la combinacion de las nanoparticulas de
quitosano con el extracto de propdleo, sin embargo, Torlak y Sert (2013)''* reportaron
que la actividad antimicrobiana de recubrimientos a base de quitosano mejoré cuando se
adicion0 el extracto de propdleo. Al aplicar los recubrimientos con quitosano (2%), el
crecimiento de la bacteria fue de 3 log CFU, mientras que al combinarlo con propdéleo a

una concentracion del 10%, fue de 1 log CFU.

La actividad del propéleo en contra de los microrganismos se relaciona con el efecto
sinérgico de los flavonoides mas que a la accién de cada uno de sus compuestos por
separado; como la galangina y la pinocembrina. La accion de estos compuestos puede
desorganizar el citoplasma, pared y membrana celular de los microorganismos e inhibir
su sintesis de proteinas, ademas, podria estar actuando sobre la inhibicion de la

replicacion de ADN5, En la literatura se ha reportado que el quitosano posee un amplio
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espectro de actividad antimicrobiana, lo cual justifica que, en esta investigacion, la
cubierta de quitosano solo haya retardado el crecimiento de UFC, siendo uno de los
tratamientos que mejor funciond para detener el crecimiento de L. monocytogenes
después de 48 h (1 UFC) en una dilucién 104. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Kim et al. (2011)''® donde evaluaron el efecto antimicrobiano de
membranas de quitosano hechas a partir de dispersiones de quitosano con diferentes
viscosidades (40, 100 y 200 mPa). La actividad antimicrobiana de las membranas fue
evaluada contra L. monocytogenes (Gram positiva), E. coli (Gram negativa) y S.
typhimurium (Gram negativa). Los autores reportaron que L. monocytogenes (Gram
positiva) fue mas susceptible a las membranas de quitosano que las Gram negativas. En
otro estudio, Perdones et al. (2014)'7 estudiaron un quitosano de bajo peso molecular al
1% (p/p) junto con aceite de colza o pescado para medir el efecto antimicrobiano de una
pelicula. Para ello utilizaron L. monocytogenes CIP 82110, en un alimento modelo y las
peliculas mostraron un efecto bacteriostatico, incluso bactericida durante el

almacenamiento.

Una de las principales razones para que el quitosano posea actividad antimicrobiana es
la presencia de un grupo amino con carga positiva a pH inferior a 6.3 el cual interactta
con las cargas negativas de la pared celular de los microorganismos, generando un
rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva a la pérdida de compuestos proteicos
y otros constituyentes intracelulares*®. En bacterias Gram positivas el efecto
antimicrobiano del quitosano puede ser debido a la densidad de carga positiva. Las
bacterias Gram positivas tienen en sus estructuras externas diversos polimeros con carga
negativa tales como el acido lipoteitoico y pectidoglicanos los cuales pueden interactuar
con el quitosano a través de los grupos —NHs*. Ademas, el quitosano tiene propiedad
guelante, lo que permite que este biopolimero se pueda ligar selectivamente a metales
presentes en las estructuras externas de los microorganismos, inhibiendo asi la
produccion de toxinas. También se ha reportado que el quitosano puede inhibir enzimas

debido a la interaccion quitosano-ADN que altera la sintesis de ARN mensajero18119,
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En el presente estudio, la combinacion de las NPQ con extracto de propoéleo tuvieron un
efecto positivo para retardar y/o inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas. Nuestros
resultados coinciden con Madureira et al. (2015)%* donde demostraron que las NPQ
tienen propiedades inhibitorias contra diversas bacterias, incluyendo gram negativas y
positivas. Ellos probaron NPQ con bajo y alto peso molecular, los resultados
antimicrobianos mostraron que estas tienen altos valores de inhibicion para todas las
bacterias probadas (60-90%) (B. cereus, E. coli, L. innocua, S. aureus, S. typhimuriumy
Y. enterocolitica.). Los autores mencionan que esto se debe posiblemente al aumento en
la densidad de carga positiva, haciendo que los grupos —NHs* y las cargas positivas de
las nanoparticulas compitan por los mismos grupos de cargas negativas presentes en los

microorganismos’®.

Con respecto a la determinacion de la capacidad antioxidante, compuestos fendlicos y
flavonoides totales, al final del almacenamiento, las fresas tratadas con las cubiertas Q,
Q+NPQ+P10% y Q+NPQ+P20% presentaron los valores mas altos de la capacidad
antioxidante. En relacién a los fenoles totales, la cubierta de Q+NPQ+P10% (28.49 mg
EAG g de fresa) mostr6 mayor contenido de fenoles totales al final del almacenamiento.
Con respecto a los flavonoides la cubierta Q+NPQ+P20% fue la que mantuvo la mayor
cantidad del compuesto (554.61 ug quercetina g* de fresa) comparado con el resto de
los tratamientos evaluados. Es notable que los tratamientos adicionados con
nanoparticulas de quitosano y propoleo fueron los que presentaron mayores niveles de
concentracion en las variables antes mencionadas, aun asi, el quitosano aplicado
individualmente mostré efectos positivos en la capacidad antioxidante. Respecto a esto,
se ha demostrado el efecto antioxidante del quitosano en diversos estudios'?°. Las
cubiertas con quitosano, prolongan la vida util post cosecha, y ademas pueden retener
mayor actividad antioxidante en fresas después de un periodo prolongado®®. La cubierta
de quitosano forma una barrera semipermeable que permite el intercambio restringido de
gases y compuestos volatiles?!. Esto concuerda con lo reportado por Wang y Gao
(2013)% donde demostraron que la capacidad de secuestrar radicales libres en fresas

recubiertas con quitosano fue superior a las fresas no recubiertas al final de nueve dias
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de almacenamiento a 5°C. Por otra parte, Lopez et al. (2012)°3 evaluaron una cubierta de
quitosano (Q) y aceite esencial de canela (AC) en la conservacion de la calidad de las
fresas, incluyendo capacidad antioxidante y fenoles, observaron que la cubierta de Q1%
+ AC 0.03% fue la mas efectiva para mantener el contenido de fenoles totales y capacidad

antioxidante hasta por 15 dias a 5°C.

En el caso de las cubiertas adicionadas con nanoparticulas de quitosano y propoleo se
observé que con estas, el fruto presenté mayor capacidad antioxidante, fenoles totales y
flavonoides respecto al control. Sin embargo, nuestros resultados difieren con lo
reportado por Thomas et al. (2016)%? donde utilizaron EEP comercial incorporandolo en
cubiertas comestibles de almidén de yuca en una concentracion de 33 y 66 % respecto
del almiddn total aplicadas a fresas y concluyeron que las concentraciones usadas no
fueron suficientes para mantener o incrementar la capacidad antioxidante de las fresas
durante 16 dias de almacenamiento. Nuestros resultados coinciden con Zahid et al.
(2013)*?? quienes lograron retrasar la maduracion en pitayas y aumentar la biosintesis de
componentes nutricionales como los antioxidantes y flavonoides totales con la aplicaciéon
de EEP al 0.5%. Estos resultados se le atribuyen posiblemente al propéleo, por su alta
actividad bioldgica, en la que se incluye la actividad antioxidante por su alto contenido de

compuestos fendlicos y flavonoides®?°6,

De acuerdo con la literatura y lo observado en esta investigacion, el quitosano y el
prop6leo han demostrado ser efectivos aplicados individualmente para mantener e
incrementar la capacidad antioxidante, sin embargo, se observo un efecto sinérgico entre
las nanoparticulas de quitosano y el prop6leo ya que fueron en estas cubiertas donde se
presentaron mayores concentraciones de % de inhibicion del DPPH, contenido de fenoles
y flavonoides totales. Existe poca informacion sobre el efecto de nanoparticulas de
guitosano combinado con extracto de propéleo en la actividad antioxidante de cubiertas
comestibles aplicadas a frutos, sin embargo, algunos estudios han demostrado el
sinergismo de las nanoparticulas con otros compuestos en cubiertas comestibles, por
ejemplo, Yang et al. (2016a)'23 probaron que utilizando nanoparticulas de lignina como

nanorrellenos en peliculas basadas en poli acido lactico, estas fueron altamente eficaces
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en actividad antioxidativa y en combinacion con nanocristales de celulosa se generd un
efecto sinérgico positivo en la respuesta antioxidativa de las peliculas. En otro trabajo
Yang et al. (2016b)*? observaron actividad antioxidante con la adicién de nanoparticulas
de lignina a peliculas basadas en alcohol polivinilico/quitosano, donde la respuesta
antioxidativa se atribuy0 a la sinergia entre la lignina y el quitosano. La efectividad de los
nanoparticulas se atribuye a que, al enlazarse con una matriz polimérica, existe un
reforzamiento en las cadenas estructurales dando como resultado mejoras en las
propiedades mecanicas, una mayor resistencia como barrera para la disminucion de la
permeabilidad, el intercambio de gases y compuestos volatiles'?. El sinergismo entre el
quitosano y las nanoparticulas podria explicarse por la capacidad que tiene el quitosano
de eliminar iones quelados y radicales libres evitando la donacién de hidrogeno, dando
como resultado su actividad antioxidante. Las nanoparticulas por su tamafio pequefio y
bajo peso molecular aportan cambios significativos en las propiedades funcionales
debido al aumento del area superficial en relacién con el volumen, por lo que son mas
activas biologicamente mejorando la biodisponibilidad de los ingredientes activos y de

liberacién controlada, contribuyendo a la actividad antioxidante del quitosano!2% 44

En esta investigacion, las cubiertas comestibles ejercieron efectos positivos en los
atributos de calidad y capacidad antioxidante de los frutos de fresa. Ademas, demostraron

retardar y/o inhibir el crecimiento de algunas bacterias patdgenas.
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9. CONCLUSIONES

-Las nanoparticulas de quitosano se mostraron esféricas y distribuidas uniformemente,
presentaron tamafios que oscilaron de 28.85 a 36.4 nm. Ademas, presentaron un alto
potencial Z en un rango de 12.53 a 67.50 mV y mostraron espesores que oscilaron entre
155.9 a 309.83 pm.

- En general, las cubiertas adicionadas con nanoparticulas de quitosano y/o propéleo, no
afectaron los atributos de calidad de los frutos de fresa. La cubierta comestible a base de
Q+NPQ+P10% mostré una menor pérdida de peso, mayor firmeza y acidez titulable sin
afectar las variables de color y SST. Las cubiertas Q+NPQ+P10% y Q+NPQ+P30%
tuvieron mayor inhibicion sobre E. coli y S. enteritidis, mientras que las cubiertas con
Q+NPQ+P20% y Q+NPQ+P30% ejercieron mayor efecto inhibitorio sobre L.
monocytogenes.

-Las tres cubiertas comestibles adicionadas con extracto de propoleo (Q+NPQ+P10%,
Q+NPQ+P20% y Q+NPQ+P30%) presentaron los niveles de capacidad antioxidante,
fenoles y flavonoides totales mas altos, logrando conservar estos compuestos por mas

tiempo en frutos de fresa.
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10. ANEXOS

10.1 Caracterizacion del propoleo (Anexo 1).

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE INVESTIGACION MULTIDISIPLINARIA
LABORATORIO SERVICIO DE ANALISIS DE PROPOLEO

Reporte de resultados SAP-OCT-0001
Identificacién: SAP-OCT-001 Fecha: 11 de Octubre
Tipo de muestra: grefia en bruto Cliente: Miriam Martinez Gonzalez
Lugar de origen: Cuautitlan. Edo. México Cantidad de muestraenellote: 7/, 3 g
[ 4
Especificaciones fisi
Caracteristicas Resultado Parametros
Amarillo, pardo, verdoso, marron, rojizo y otros similares,
Calor Verdoso variando conforme a su origen botanico.
i Caracteristico de este producto: resinoso o balsamico,
Aromia Resinoso dependiendo de su origen botanico.
_— Variable, de suave, balsamico, a fuerte y picante,
Sabor Balsamico dependiendo de su origen botdnico.
Consistencia
(a temperatura Rigido Maleable o rigido, dependiendo de su origen botanico.
ambiente)
Método: Visual
Especificaciones quimicas
Caracteristicas Resuitado Parametros Metodologia ]
1
Flavonoides Presencia Presencia Visual ’
Fenoles totales Presencia Presencia Visual [
Mayor a 22 o
indice de oxidacion odon Maximo 22 segundos Visual
Actividad antioxidante 88.14 pg/mL > 100 pg/mL Espectrofotometria
Expresados como equivalentes de
Compuestos fenodlicos 37.05% acido gélico: minimo 5% (mvm) Espectrofotometria
Expresados como equivalentes de .
Fi . % %
lavonoides 22.05% quercetina: minimo 0.5% (m/m) Espectrofotomema' |
Especificaciones microbiolégicas -
Miciourganismo NO. de cepa Halo deé inhibicion (mm)
Escherichia coli 8739 ' omm
Staphylococcus aureus 8-1005 10 mm
Candida albicans [ 14065 Omm /
La vig de estos resultados es por un periodo de un afio a parti de la fecha de emisién y valiido para Ja<@ntidad indicada def lofs.

/

Rég{iguez Pérez

Rospon?ab ecnico del laboratorio
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