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RESUMEN:

Los nanopeliculas comestibles sintetizados con polimeros y agentes bioactivos vegetales han confirmado su eficacia para
preservar frutas y verduras de diversos origenes. Se sintetizaron cuatro nanopeliculas comestibles diferentes con extracto de
chitosan-mezquite (Prosopis glandulosa) y se caracterizaron parcialmente con respecto al color (CIEBLAB L * a * b *),
transparencia fraccionaria, espesor (mm) y pérdida de humedad (g). Ademas, la actividad antibacteriana se estableci¢ in vitro
mediante el método de difusion de pozos.

La eficacia para prolongar la vida propia in vivo se confirm6 en tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)
recubierto por separado con cada pelicula utilizando un sistema de registro auténomo continuo con sensores de °C, pH, O3
durante 5 dias y también se realizaron pruebas de fitopatdgenicidad con Colletotrichum gloresporioides y Fusarium oxysporum
Iycopersici raza 1. Las nanopeliculas que presentan mejor eficiencia antimicrobiana fué T3, asi como las que mostraron menor
pérdida de humedad (g) y las de mayor transparencia (T3) y luminosidad (T2). El sistema de registro auténomo detecté que el
tratamiento T3 presenta una mayor conservacion del tomate cereza (menor liberacion de oxigeno), Todos los tratamientos a los
7 dias en refrigeracién no presentaron sintomas de fitopatogenicidad en los tomates cubiertos con las cuatro nPQEM..

ABSTRACT:

Edible biofilms synthetized with polymer nanoparticles plus plant bioactive agents have confirmed their efficiency to preserve
fruits and vegetables of diverse origins. Four different edible nanofilms with chitosan-mesquite extract (Prosopis glandulosa)
were synthesized and partially characterized with respect to pH, viscosity (cp), color (CIEBLAB L* a* b*), fractional
transparency, thickness (mm) and moisture loss (g). In addition, the antibacterial activity of nanofilms was established by in
vitro by the well diffusion method.

The efficiency to prolong the self-life in vivo was confirmed in cherry tomato (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) coated
separately with each nanofilm using a continuous autonomous record system with sensors of °C, pH, O, for 5 days and also,
phytopathogenicity tests were performed against Colletotrichum gloresporioides and Fusarium oxysporum lycopersici race 1.
The nanofilms that show better antimicrobial efficiency was T3, as well as those that showed less moisture loss (weight) and
with greater transparency (T3) and luminosity (T2). The autonomous recording system detected that the T3 treatment presents
a greater conservation of the cherry tomato (lower release of oxygen). All treatments after 7 days in refrigeration did not present
symptoms of phytopathogenicity in the tomatoes covered with the four nanofilms (nPChME)..
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INTRODUCCION

La preservacion de los alimentos perecederos mundialmente es un reto en la tecnologia de empaques por dos
razones, la primera incluye la conservacion de alimentos antes y durante el transporte y ademas el recubrimiento
idoneo para cada tipo de producto. La segunda involucra a los consumidores que exigen empaques sustentables,
materiales inocuos, novedosas formulaciones y/o disefios. Ambas razones involucran el retardar el deterioro natural
de perecederos, principalmente en frutas y hortalizas destinadas a exportacion (Kore et al., 2017).

México es el principal exportador mundial de tomate, la produccion acumulada de tomate en febrero de 2018 fue
de 3, 186 000 toneladas, un incremento de 8% respecto al 2017 (SAGARPA, 2018; www.gob.mx). La cantidad de
tomate exportados requiere de novedosos y efectivos para incrementar su vida Util post-cosecha reduciendo o
eliminando los factores fisicos, quimicos y microbiol6gicos que deterioran al tomate y limitan su exportacién. Las
biopeliculas comestibles de nanoparticulas de polimeros y agentes bioactivos vegetales han confirmado su
eficiencia para preservar frutas y hortalizas de diversos origenes (Goycoolea et al., 2009; Kaur et al., 2017; Kore
etal., 2017).

Los objetivos de esta investigacion fueron sintetizar y caracterizar parcialmente nanopeliculas comestibles con
quitosano-extracto de mezquite (Prosopis glandulosa) y determinar la eficiencia antimicrobiana para prolongar la
vida de anaquel in vitro e in vivo del tomate cereza (Solanum lycopersicum var. cerasiforme). Ademas se plante
implementar un sistema continuo de registro autbnomo con sensores para recopilar y registrar datos fisicos (°C, pH,
0,) durante los bioensayos de vida de anaquel in vivo de las nanopeliculas aplicadas en tomate cereza.

MATERIALES Y METODOS

Sintesis. Se obtuvieron cuatro formulaciones o tratamientos de nPQEM vy control (T1, T2, T3, T4, QBPM) por
gelacion ibnica combinando quitosano (2%), extracto mezquite (EM, 1 mg/mL) en agua o etanol (10%) adicionando
con &cido oleico (0.08%), tripolifosfato de sodio (TPPS, 0.08%), Tween (4%). La mezcla se sonic6 a 60 hz, en
intervalos de 5 min por 60 min, se centrifugé (10,000 rpm/ 15 min) (Calvo et al., Sugita et al., 2017; Rampinoa et
al., 2013).

Caracterizacion parcial. En todas las nanopleliculas se determiné pH, viscosidad (cp), el color por colorimetria
triestimulo (CIEBLAB L*a*b*) con colorimetro minolta CR-300. La transparencia se determind
espectrofotométricamente aplicando la férmula Tr=-Log Teoo/G, donde Teoo €s la transmitancia fraccional a 600nm
y G el grosor de la pelicula (mm) medido con un micrémetro (Lopez-Mata et al., 2015).

Vida de anaquel. Se realizaron bioensayos in vitro de las formulaciones y el control (100 uL) para determinar la
actividad antibacteriana por difusién en pozos contra cepas grampositivas y gramnegativas crecidas en condiciones
6ptimas toda la noche (1x108 cel/mL), y se registrd el area del halo de inhibicién del crecimiento (De la Fuente-
Salcido et al., 2017).

En los bioensayos in vivo se utilizaron como modelos experimentales tomates cereza o “cherry” (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) cubiertos por inmersion con cada nanopelicula, se colocaron en una cadmara
hermética acondicionada con un conjunto de sensores de pH, O, y temperatura con médulos independientes inter-
conectados en una sola unidad inteligente. Posteriormente los sensores se conectan a un médulo USB que permite
la conexion rapida de los datos obtenidos por cada sensor para que se registren y grafiquen en la computadora (PC,
Mac, XO, Linux). La PC se conecta utilizando un cable de conexién USB a Mini USB estandar.

La misma disposicion de modelos experimentales se utiliz6 en cdmaras himedas para realizar las pruebas de
fitopatogenicidad, inoculando los modelos cubiertos con nanopeliculas con 3 pL de esporas (1x10° espora/mL) de
los hongos Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloesporioides y se incubaron a temperatura ambiente y en
refrigeracion por 7 dias. Todos los bioensayos se realizaron por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Actividad Antimicrobiana (UA)* de nanopeliculas de quitosano-extracto mezquite
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] Formulaciones@ ] Controles?

Microorganismo@ TiR T2 T3@ T4R EME QBPME

Grampositivas

S. capitis 151 264 441 151 151 296

S. equi ND ND ND ND 264 402

M. luteus ND ND ND 296 296 441

Micrococcus sp 126 330 264 402 296 264

S. aureus 402 402 402 402 365 176

E. faecium 296 330 365 330 204 204

S. lentus 104 ND ND ND 330 296

S. uberis 104 ND 151 151 330 330

L. innocua 402 481 565 402 151 151

B. cereus ND ND ND 151 151 233

S. xylosus 171 151 151 151 233 233

E. malodoratus 126 ND ND ND 126 151

B. subtilis ND 264 ND ND 82 63

L. monocytogenes scott 402 151 204 296 264 264
A

S. agalactiae ND ND ND ND 151 204

S. pyogenes 104 104 104 104 177 233

Gramnegativas

Sh. flexneri ND 365 ND 402 264 264

S. marcescens 610 565 565 657 151 365

S. typhimurium 44 126 151 441 233 104

P. vulgaris ND ND ND ND 264 151

E. coli ND ND ND ND 151 151

K. pneumoniae ND ND 177 104 204 233

Sh. sonnel 481 523 705 754 522 402

P. aeruginosa ND ND ND ND 151 151
Levaduras

C. albicans 402 481 565 522 45 63

En la tabla 1 se observa la capacidad antimicrobiana de las nPQEM siendo el T3 las de mayor actividad
antibacteriana con un valor de 441 UA contra grampositivas (S. capitis) y contra gramnegativas 705 UA (Sh.
sonnei).

Tabla 2. Color de nanopeliculas de quitosano-exracto de mezquite
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T1 T2 T3 T4
L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b*

65.9 -1.66 9.11 67.12 -3.14 13.9 63.48 -1.58 133 62.64 -2.24 14.88
64.11 -1.38 8.16 66.33  -2.65 1143 | 63.79 -0.71 9.47 64.55 -1.46 12.38
66.85 -1.39 8.65 66.33  -2.87 12.67 | 65.53 -0.71 9.69 64.33 -2.11 14.78

65.62 -1.47 8.64 66.59 -2.88 12.66 | 64.266 -1 10.82 | 63.84 -1.936 14.01:

En la determinacion del color (tabla 2), se observa la menor coloracion amarillo-verde en la hanopelicula T3 (-0.71)
e indica que el color del extracto no incide en el color total del producto, que puede contrarrestarse por al color del
tomate.

Tabla 3. Tarnsparencia de nanopeliculas de quitosano-extracto de mezquite

Transparencia@ie@hanopeliculas®
T TELEI TERE] TEBE TR
Promediol 7.5 3.525@ 0.458 0.8@
Transparencial 0.8750m 0.5471m -0.34670 -0.09690%)

fraccional®

La transparencia es una propiedad deseable en cubiertas alimenticias muy aprecida por consumidores (Jutaporn et
al., 2011), y en esta cubiertas el T3 fue el tratamiento que proporciona el mejor valor al aplicar la pelicula en los
tomates cereza, sin embargo al realizar un ANOVA no existié diferencia entre tratamientos (p < 0.05).

Con respecto a la determinacién de la pérdida de peso de los modelos experimentales con las nanopeliculas es
menor en refrigeracion y a temperatura ambiente si se comparara con el control sin peliculas, y la cubierta T3 (figura
1, linea morada). En ambas condiciones se muestra el mejor resultado en la nanopelicula T3, es decir, retine mayor
humedad. Se ha reportado que cubiertas de polisacaridos como el quitosano tienen una alta capacidad de retencion
de humedad, ademas de capacidd antioxidante (Li et al., 2014).

Perdida de Humedad en Refrigeracion Perdida de Humedad Fuera de Ketrigeracic

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 3 10 12 1

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

—4—Tesigp —#-T1 —A-T2 —W-T3 T4 —4—Testigo —@—T1 —A—T2 —W—T3 —%—T4

Figura 1. Pérdida de humedad (pérdidad de peso g) de los modelos experimentales tomate cereza recubiertos con
naopeliculas de quitosano y extracto de mezquite (Se utilizé un control o testigo sin cubierta).
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Figura 2. Resultados obtenidos del monitoreo continuo de Oy, pH y temperatura con sensores NeuLog del sistema
de registro auténomo aplicado en sistemas modelo (tomate cereza) recubietos con las nanopeliculas de quitosano y

extracto de mezquite.

Con respecto al sistema autdnomo de registro, en la figura 2 se observan los datos obtenidos del registro continuo

para los pardmetros de O, pH y temperatura y en la figura.

En la figura 3 se presenta la comparacion entre medias obtenidas de cada tratamiento o nanopelicula aplicada a los

tomates cereza, con respecto a los valores registrados por cinco dias.

El andlisis estadistico aplicado demuestra que el T3 es el que proporciona un mejor valor de oxigeno y por lo tanto,

mantiene mas fresco el tomate cereza.
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Comparacion de tratamientos en relacion al contenido de oxigeno
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Figura 3. Comparacion de los tratamientos (nanopeliculas) aplicados en modelos de tomate ceeza con sistema de
registro autdnomo durante 5 dias para medir oxigeno (O) pH, y temperatura.

Las pruebas de fitopatogenicidad realizadas en los productos recubiertos con los 4 tratamientos no mostraron
ninguno de los sintomas caracteristicos (crecimiento micelial, necrosis, pudricion blanda, deshidratacion) debido a
los hongos ensayados (C. gloesporioides y F. oxysporum licopersici raza 1) inclusive fuera de refrigeracion, durante
los dias que se utilizo el sistema de registro auténomo.

Lo anterior es un excelente resultado que confirma la excelente capacidad antifngica de las nanopeliculas. Ademas
se dejo los modelos de tomate cereza recubiertos en refrigeracion, y ain a los 17 y 20 dias y las nanopeliculas son
efectivas contra los fitopatdgenos mas contaminantes de diversas variedades de tomate.

CONCLUSION

La sintesis y aplicacion de las nanopeliculas de quitosano y extracto de mezquite pueden ser una alternativa viable
para extender la vida Gtil de almacenamiento de perecederos destinados a exportacién como es el caso tomate cereza
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme).
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