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Ponerse en movimiento es importante,

pero lo mas importante es mantener el entusiasmo inicial,
persistir y no rendirse a pesar de las dificultades.

Porque vamos a tener tropiezos.

La clave no esta en no caerse

sino en saber levantarse y continuar.

Paulo Coelho
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Resumen

RESUMEN

Los vegetales frescos cortados se deterioran mas rapido que los productos
intactos como resultado directo de las heridas asociadas al procesamiento. Una
respuesta inicial de las heridas (y muchas otras tensiones biéticas y abidticas) es
la sintesis de “‘hovo” y aumento de la actividad de fenilalanin amonio-liasa E.C.
4.3.1.5 (FAL), la primera enzima involucrada en la ruta de fenilpropanoides,
produciendo el oscurecimiento superficial y por lo tanto, la disminucién en la vida
atil y la calidad visual del producto. Sin embargo, la aplicacion de un recubrimiento
que limite el suministro de oxigeno afecta la sintesis de la FAL y por consiguiente
las modificaciones en el color. Por lo tanto el objetivo de esta investigacion fue
establecer el efecto de recubrimientos de talla submicronica sobre la conservacion
de manzana Red Delicious fresca cortada, siguiendo la actividad de la FAL y la
velocidad de respiracion con el fin de tener una prueba del mecanismo de
reduccion del indice de oscurecimiento. Para cumplir con el objetivo en una
primera etapa, se llevd a cabo la preparacion de los sistemas de talla
submicronica, a fin de garantizar su estabilidad con base en el tamafio de particula
y potencial zeta, en la segunda etapa se establecieron las condiciones Optimas de
almacenamiento y en la tercera y Ultima etapa se llevd a cabo el estudio de la
actividad de la FAL en el que el control alcanz6 30 unidades de actividad mientras
que las manzanas recubiertas no superaron las 6 unidades, de igual forma se
realizé el seguimiento de los de los parametros e indices de color encontrando
gue el indice de oscurecimiento (I0) presentd cambios significativos (p<0.05) entre
el control y las manzanas recubiertas y finalmente se evalu6é la velocidad de
respiracion de las manzanas frescas cortadas. Es importante destacar que la
aplicacion de nanoparticulas reguld la actividad de la FAL y en consecuencia
disminuyo el oscurecimiento de las manzanas frescas cortadas, ademas el empleo
de vitamina E en las nanocépsulas mostrd una notable eficacia permitiendo que la
calidad visual del producto se mantuviera a lo largo del periodo de

almacenamiento.



Introduccion

INTRODUCCION

La manzana es una de las especies de fruta dulce de mayor difusién a escala
mundial, debido fundamentalmente a su facilidad de adaptacion a diferentes
climas y suelos, a su valor alimenticio y terapéutico y principalmente a la calidad y

diversidad de productos que se pueden obtener.

Por lo que su transformacion y aprovechamiento representa una buena opcion
para la industria de alimentos frescos. Es importante considerar que la
presentacion mas aceptada por consumidores son las rodajas de manzana como

aperitivo (Saftner y col., 2005).

El estilo de vida de los consumidores modernos unido al deseo de adquirir
productos naturales y con beneficios para la salud ha hecho que la produccion y
consumo de frutas con proceso minimo, como es el caso de las frutas cortadas, se

haya visto incrementado en los ultimos afios (Rojas-Gradl, 2006).

Las frutas frescas cortadas se definen como frutas y hortalizas procesadas para
aumentar su funcionalidad sin cambiar de forma apreciable sus propiedades
originales. Generalmente se especifican como hortalizas y frutas frescas limpias,
troceadas y envasadas, que mantienen sus propiedades naturales y que estan

listas para ser consumidas(Contreras-Salmeron, 2010).

El procesamiento para la obtencion de frutas frescas cortadas incluye la
clasificacion, lavado, seleccion, pelado, corte, picado, y finalmente el embalaje.
Entre las operaciones unitarias, el pelado y troceado constituyen etapas criticas
que tienen una influencia determinante en la calidad del producto final y que por lo
tanto deben llevarse a cabo produciendo el minimo dafio posible al tejido, ya que
la rotura de éste por el corte supone un incremento de la respiracion y
transpiracion que conducen a un rapido deterioro del producto, con la consecuente
pérdida de sus caracteristicas sensoriales y nutricionales originales ademas de
aumentar la superficie de tejido susceptible a alteraciones microbianas (Rojas-
Grau M. A., 2006).
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El proposito de los alimentos vegetales frescos cortados es proporcionar al
consumidor un producto fresco, con una vida util prolongada y, al mismo tiempo
garantizar la inocuidad de los mismos, manteniendo una alta calidad nutritiva y
sensorial por lo que la aplicacion de técnicas que permitan controlar los factores
alterantes en frutas y hortalizas frescas cortadas es actualmente el objetivo
principal de muchas investigaciones en el campo de la ciencia y tecnologia de los
alimentos (Pérez-Cabrera, 2003; Watada & Qi, 1999).

Los sintomas de deterioro de productos frescos cortados incluyen cambios en la
textura (flacido debido a pérdida de agua en los tejidos); en el color, especialmente
atribuido a oscurecimiento enzimatico en las superficies cortadas y riesgos de
contaminaciones microbiologicas. Todos estos cambios van en detrimento de la

vida util de estos productos (Solvia-Fortuny & Martin-Belloso, 2003).

El color es uno de los principales atributos que caracteriza la frescura de los
vegetales. El oscurecimiento en la fruta fresca modifica sus caracteristicas
organolépticas reduciendo su calidad y limitando su vida util y comercializacién
(Toivonen & Brummell, 2008).

Las heridas (p.e. cortado, rebanado o picado) en los tejidos de las frutas producen
una cicatriz que migra a través de estos y genera la sintesis de enzimas en la ruta
metabdlica responsable para aumentar la produccion de compuestos fendlicos y el
oscurecimiento (Choi y col., 2005).

Una respuesta inicial a las heridas (y muchas otras tensiones biéticas y abioticas)
es la sintesis de “novo”y el aumento de la actividad de la fenilalanin amonio-liasa
E.C. 4.3.1.5 (FAL), la primer enzima involucrada en la ruta de fenilpropanoides.
Por esta razon cuando la manzana se corta, la seccién cortada por lo general se
oscurece debido a la biosintesis de “novo” de polifenoles. La biosintesis es
considerada un factor limitante para el oscurecimiento enzimatico (Hisaminato,
Murata, & Seiichi, 2001).

La tecnologia de recubrimientos comestibles es un método prometedor para
preservar la calidad de los frutos frescos cortados. La investigacion y los esfuerzos

de desarrollo estan dando lugar a una mejora de las caracteristicas funcionales de
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los recubrimientos, que dependen de las propiedades de la fruta que se conserva
0 mejora.

Tradicionalmente, los recubrimientos comestibles se han utilizado como una
barrera para reducir al minimo la pérdida de agua y retrasar el envejecimiento
natural de los frutos recubiertos través de permeabilidad selectiva a los gases. Sin
embargo, la nueva generacion de recubrimientos comestibles esta especialmente
disefiada para permitir la incorporacion de antioxidantes, vitaminas productos
nutracéuticos por medio de la aplicacion de tecnologias prometedoras como la

nanoencapsulacion (Vargas y col., 2008).

Las nuevas tendencias se han centrado en la gran funcionalidad de recubrimientos
nanoparticulados (Zambrano-Zaragoza y col., 2010), que se desarrollan mediante
el uso de técnicas que, en la actualidad, casi no se ha aplicado en los sistemas
alimentarios (Vargas y col.,, 2008); lo que representa un gran campo de

investigacion.

En este trabajo se pretende establecer el efecto de un recubrimiento de talla
submicrénica sobre la conservacion de manzana Red Delicious fresca cortada,
siguiendo la actividad de la fenilalanin amonio-liasa y en funcién a esto, tener una
prueba del mecanismo de reduccion del indice de oscurecimiento bajo diferentes

sistemas nanoparticulados con a-tocoferol.
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l. MARCO TEORICO

1.1.Generalidades de la manzana

La manzana es una de las frutas de mayor consumo y una excelente fuente de
vitaminas (C, E) y minerales, especialmente potasio. La amplia variedad de
manzanas disponible en el mercado permite que pueda ser consumida durante

todo el afio(Contreras, 2006).

La manzana es una de las especies de fruta dulce de mayor difusién a escala
mundial, debido fundamentalmente a su facilidad de adaptacion a diferentes
climas y suelos a su valor alimenticio y terapéutico y principalmente a la calidad y

diversidad de productos que se pueden obtener (Infoagro, 2010).

Es un pomo, de tejido poroso debido a la presencia de espacios intercelulares que
se mantienen conectados entre si y que llegan a ocupar el 25-30% del volumen
total de este, de color variable (rojo, amarillo, verde) y de forma entre esférica
achatada y troncoconica de pulpa blanca, aromatica y con sabor agradable. El
corazén posee de 4 a 8 semillas pequefias, de cubiertas marrén oscuro y
brillantes. Las variedades de manzana se clasifican de acuerdo con el color de su
epidermis 'y dentro de ellas por su porosidad y caracteristicas de la

coloracién(Contreras-Salmeron, 2010).

Entre las variedades existentes, se encuentra la Red Delicious; de origen
estadounidense que proporciona frutos grandes y alargados, color de piel rojo
brillante con un punteado amarillo. Su carne es jugosa, blanda, de sabor dulce,

ligeramente acida y muy aromatica.

Esta variedad tiene crecimiento vertical y con tendencia a dar angulos agudos en
la insercion de las ramas. Es autoestéril y de floracion semi-tardia. Es sensible al
moteado, arafia roja y pulgon lanigero. Fruto de excelente conservacion (Infoagro,
2010).

Desde el punto de vista nutritivo la manzana es una de las frutas mas completas y

enriquecedoras en la dieta. Un 86% de su composicion es agua. Los azucares, la

1
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mayor parte fructosa (azucar de la fruta) y en menor proporcion, glucosa y
sacarosa, de rapida asimilacion en el organismo, son los nutrientes mas
abundantes después del agua. Es fuente discreta de vitamina E o tocoferol y
aporta una escasa cantidad de vitamina C. Es rica en fibra y entre su contenido

mineral sobresale el potasio(Consumer, 2010).
Tabla 1. Composicion quimica de la manzana (Moreiras y col., 2006)

Componente Valor por 100 g.

de porcién comestible

Humedad (g) 85.7
Carbohidratos (g) 12
Fibra (g) 2
Proteina () 0.3
Lipidos (g) 0
Potasio (mgQ) 120
Calcio (mg) 5
Magnesio (mg) 5
Vitamina C (mgQ) 10
Vitamina E (ug) 200
Carotenos (ug) 30

En México la superficie sembrada de manzana Red Delicious asciende a
18,626.48 hectareas, las cuales aportan una produccién 188,806.66 toneladas al
afo; esto la coloca en el segundo lugar de produccién agricola a nivel nacional
después de la Golden Delicious (Tabla 2). Por lo que su transformacién vy

2
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aprovechamiento representa una buena opcién para la industria de alimentos
frescos.
Tabla 2. Produccién agricola de manzana a nivel nacional (SAGARPA, Servicio de

informacion agroalimentaria y pesquera, 2010).

ici ici Valor
Superficie - Superficie Produccién Rendimiento produccion
Variedad Sembrada cosechada :
H H (Ton) (Ton/Ha) (Miles de
(Ha) (Ha) pesos)
Criolla 7,494.50 7386.00 28.818.87 3.90 80,919.03
Golden o 0100 2335012  280105.19 12.00 1.191.533.66
Delicious
Red 10.39
Delicious 18:626.48 18,174.83  188,808.66 : 825,935.71
Rome 29.856.88 11.35 98,142.78
Beauty 287975 2630.75 ,856. . 142,
Starking 237310  2,367.10  10,808.40 4.57 70,347.60
Starking
o 51
Delicious 71.00 71.00 249.40 3.5 1,273.85

Recientemente las manzanas frescas cortadas han surgido como un bocadillo
popular en establecimientos de servicio de alimentos, programas de almuerzo
escolar, y para el consumo familiar; por lo que se prevé que el mercado de las
manzanas frescas cortadas siga creciendo a medida que los consumidores
demanden bocadillos frescos, utiles y nutritivos. Sin embargo, la industria de la
fruta fresca cortada aun esta obstaculizada por el deterioro en la calidad del
producto causado por desordenes fisioldégicos, microbiolégicos y sensoriales.
Cuando las manzanas se cortan, la superficie cortada se oscurece, esto reduce no
sélo la calidad visual, también da lugar a cambios indeseables en el sabor y la
pérdida de nutrientes, lo que representa un gran problema en la industria
alimentaria, pues en el mercado se reduce el valor del producto y en algunos
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casos se da la exclusion total del producto alimenticio de algunos mercados. El
control del oscurecimiento en la superficie cortada es critica para mantener la

calidad y seguridad del producto fresco cortado (Quevedo y col., 2009).

1.2 Alimentos frescos cortados

El estilo de vida de los consumidores modernos unido al deseo de adquirir
productos naturales y beneficiosos para la salud ha hecho que la produccion y
consumo de frutas con proceso minimo, como es el caso de las frutas cortadas, se

haya visto incrementado en los ultimos afios (Rojas-Gradl, 2006).

Existen numerosos términos para referirse a esta clase de productos como:
dispuestos para consumir o utilizar, pre-cortados, minimamente procesados, de IV
gamma, entre otros, dependiendo del pais o area en que se elaboren (Montiel-
Rosales, 2009), sin embargo en el presente trabajo se referira a ellos como

frescos cortados.

Este tipo de productos se pueden definir como frutas y hortalizas procesadas para
aumentar su funcionalidad sin cambiar de forma apreciable sus propiedades
originales. Generalmente se especifican como hortalizas y frutas frescas limpias,
troceadas y envasadas, que mantienen sus propiedades naturales y que estan
listas para ser consumidas. Este tipo de productos se envasan generalmente en
atmosferas modificadas cuya composicion depende de las caracteristicas del
producto, ademas requieren ser conservados a bajas temperaturas (2-4°C),

mostrando una vida util entre 7 y 10 dias (Rojas-Gral, 2006).

La Asociacion Internacional de Productos Frescos Cortados (IFPA por sus siglas
en ingles) define a estos productos como frutas o vegetales que han sido pelados
y/o cortadas para generar un producto 100% aprovechable que es embolsado o
pre-empaquetado para ofrecer al consumidor nutricion, comodidad y sabor

mientras mantiene su frescura (Rico y col., 2007).

El procesamiento para la obtencion de frutas frescas cortadas incluye la

clasificacion, lavado, seleccion, pelado, corte, picado, y finalmente el embalaje.
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Debido a que el procesamiento minimo genera deterioro en la calidad asociada
con pérdida de agua, ablandamiento por rotura de tejidos, posible contaminacién
microbiana, aumento de la velocidad de respiracion con la consecuente
produccion de etileno, y oscurecimiento en la superficie cortada, los productos
minimamente procesados se vuelven mas perecederos (Lee y col., 2003), pues
los cambios fisiolégicos son responsables de cambios bioguimicos que conllevan
la degradacion de las propiedades sensoriales de la fruta fresca cortada, aunque
son numerosos los factores que influyen en los procesos de deterioro. Factores
como variedad, estado de madurez en la recoleccion, manipulacion post-cosecha,
acondicionamiento de la materia prima, asi como las condiciones de
almacenamiento del producto terminado, intervienen directamente en la calidad

final de los productos frescos cortados(Oms-Oliu, 2008).

En la Figura 1 se observa el esquema general de preparacion de frutas frescas
cortadas. No obstante, segun el tipo de fruta que se elabore, se debera aplicar un

tratamiento especifico para las distintas operaciones y métodos de conservacion.
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Figura 1. Esquema general de preparacion de fruta fresca cortada
(Oms-QOliu, 2008).

La elaboracion de productos vegetales frescos cortados comienza por una buena

seleccién de la materia prima. La misma debe recolectarse cuidadosamente, en
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Optimas condiciones higiénicas y con el adecuado grado de madurez. Este ultimo
es uno de los factores mas importantes a tener en cuenta tanto en el momento de
la recoleccion como del procesado, ya que tiene una gran influencia sobre la
calidad del producto final. Un estado de madurez avanzado del fruto favorece la
pérdida de textura y el oscurecimiento enzimatico del producto cortado. En
cambio, un estado intermedio de madurez podria minimizar y retardar el desarrollo
de los procesos fermentativos que limitan la vida atil de manzana fresca cortada,
ademas de mantener las caracteristicas sensoriales propias de la fruta (Soliva-
Fortuny y col., 2004).

Entre las operaciones unitarias, el pelado y troceado constituyen etapas criticas
que tienen una influencia determinante en la calidad del producto final y que por lo
tanto deben llevarse a cabo produciendo el minimo dafio posible al tejido, ya que
la rotura de éste por el corte supone un incremento de la respiracion y
transpiracion que conducen a un rapido deterioro del producto, con la consecuente
pérdida de sus caracteristicas sensoriales y nutricionales originales. El corte
también aumenta la superficie de tejido susceptible de alteraciones microbianas
(Rojas-Grad, 2006).

La aplicaciéon de técnicas que permitan controlar los factores alterantes en frutas y
hortalizas frescas cortadas es actualmente el objetivo principal de muchas
investigaciones en el campo de la ciencia y tecnologia de los alimentos. Por lo que
deben aplicarse técnicas de conservacion, que combinadas o no, puedan
mantener o mejorar las caracteristicas originales del producto, alargando su vida
atil sin que se pierdan las caracteristicas sensoriales y nutricionales, asegurando
ademas su estabilidad microbiologica. En este sentido es importante mencionar
que la elaboracién, distribucion y comercio de productos frescos cortados requiere
el mantenimiento ininterrumpido de la cadena de refrigeracion, desde la
produccion hasta el punto de venta. Un adecuado control a traves de la cadena de
frio reduce la proliferacion microbiana aunque los microorganismos psicrétrofos
podrian crecer lentamente e incluso producir la alteracion y la consiguiente

reduccion de la vida util del producto. De este modo, para prevenir el crecimiento
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de microorganismos y el desarrollo de alteraciones microbiologicas en el producto,
y asi alargar la vida util del producto final, se debe llevar a cabo un control de la
microflora mediante una higiene muy estricta durante la manipulacion de la fruta y

el almacenamiento en refrigeracion (Oms-Oliu, 2008).

El proposito de los alimentos vegetales frescos cortados es proporcionar al
consumidor un producto fresco, con una vida util prolongada y, al mismo tiempo
garantizar la inocuidad de los mismos, manteniendo una alta calidad nutritiva y
sensorial. La calidad de las frutas minimamente procesadas es funcién de la de
los frutos enteros de su grado de madurez cuando se cortan o trocean, del método
de preparacion y de las condiciones posteriores de manipulacion y por ultimo de
las posibilidades del mantenimiento de esta calidad hasta el momento del
consumo. La Tabla 3 resume algunos de los requisitos fundamentales para el
mantenimiento de la calidad durante el procesamiento de frutas y hortalizas
frescas cortadas.

Tabla 3. Requisitos importantes en el procesado de frutas frescas cortadas
(adaptado de Ahvenainen, 1996).
| Eepa  Requsios |
Alta calidad de las materias primas: eleccién apropiada de la
variedad, adecuadas practicas de cultivo y condiciones
adecuadas de cosecha y almacenamiento.
Lavado y/o limpieza antes del procesamiento.

Materias primas

Temperaturas en el procesado (<10°C), locales climatizados.
Operaciones de pelado, corte, o troceado con instrumentos
afilados de acero inoxidable (evitando el aporte de iones
metalicos).

Aplicacion estricta de las buenas practicas de manufactura e
higiene, uso de andlisis de Hazard y principios de control de
puntos criticos.

Uso de aditivos para desinfectar o en la prevencion del
oscurecimiento

Durante el
procesamiento

Materiales y métodos de envasado adecuados.

Producto .
terminado Mantener durante la distribucion y entrega temperatura y

humedad correctas.
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Se percibe que la industria de fruta fresca cortada en los proximos afios tendra un
crecimiento sin precedentes; por esta razén, muchos de los principales fabricantes
de ensaladas frescas se han dirigido al desarrollo de fruta fresca cortada como
parte sus planes de negocio a largo plazo (Sandhya, 2010). En la Tabla 4 que se
muestra a continuacion se exhiben algunos ejemplos de frutas frescas

comercializadas actualmente.

Tabla 4. Presentaciones de fruta fresca cortada comunmente comercializadas
(Perez-Cabrera, 2003).

. . Pun
Presentacion Frutas Geometria unto clie
venta
Pifia, Melon, Cubos 650-630 1 Supermergados:
Papaya Marca libre
Var. Maradol
Servicios de
Naranja Rodajas 120 1 catering y
restaurantes
Una sola Bayas:
fruta Frambuesas, Supermercados:
Arandanos, Enteras 200-300 5 P . '
Marca libre
Grosellas,
Moras
Pera,
Manzana, Rodajas, Supermercados:
Kiwi, Mango, cubos, 175 5 Marca
Pifia, laminas registrada
Papaya
Manzana, Cubos, _
Coctel de pifia prisma Supermercados:
. 280 6 Marca libre y
frutas Naranja, rectangular, .
. registrada
Uvas. trapezoides

! Temperatura de almacén y venta0 a 5 °C.
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Los vegetales frescos cortados se deterioran mucho mas rapidamente que los
productos intactos como resultado directo de las heridas asociadas al
procesamiento, el cual conduce a un numero de cambios fisicos y fisiolégicos que
afectan la calidad del alimento (Saltveit, 1997). Los sintomas de deterioro de
productos frescos cortados incluyen cambios en la textura (flacido debido a
pérdida de agua en los tejidos); en el color, especialmente atribuido a
oscurecimiento enzimatico en las superficies cortadas y riesgos de
contaminaciones microbioldgicas. Todos estos cambios van en detrimento de la
vida util de estos productos (Rojas-Grad, 2006). La respuesta fisiolégica debido a
las heridas usualmente es en corto tiempo(Pereyra L., 2005).

La intensidad de la respuesta al procesado minimo se ve afectada por un gran
namero de factores, entre los mas importantes se encuentran la especie y
variedad del fruto, las concentraciones de O, y CO,, la presién de vapor de agua y
la presencia de inhibidores. Para conseguir productos frescos de calidad las
alteraciones fisioldgicas debidas a las heridas en el tejido del fruto deben reducirse
al minimo (Robert y col., 2003).

Operaciones, como el pelado, cortado y/o rebanado son fundamentales para
delimitar la vida util de los productos de las frutas frescas cortadas.

El impacto de la herida se refleja en la activacibn metabdlica, cada vez mas
evidente con el aumento en la velocidad de respiracion y, en algunos casos, la

produccion de etileno.

El contenido de compuestos fendlicos en la fruta fresca cortada tiene importancia
por su contribucion a las propiedades antioxidantes de la misma y por su
participacion como substratos del oscurecimiento enzimatico. El pelado y cortado
de la fruta provoca una descompartimentacion de las enzimas y sustratos

favoreciendo su interaccion.

La degradacion de compuestos antioxidantes en fruta fresca cortada se puede ver

favorecida durante el procesado debido a la exposicion al oxigeno (O,) y la luz.

10
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Varios estudios sobre la evaluacion de la capacidad antioxidante en frutos han
revelado aspectos interesantes en relacion al comportamiento de los
constituyentes antioxidantes.

Otro cambio muy evidente es la pérdida de firmeza debida principalmente a la
accion de enzimas proteoliticas y pectoliticas sobre los componentes de la pared
celular. Durante las operaciones de procesado y, especialmente, tras el cortado,
los tejidos vegetales sufren una pérdida de firmeza debido a la hidrolisis
enzimatica de las sustancias pépticas que forman parte de la pared celular.
Enzimas como la pectino-metil-esterasa (PME) y poligalacturonasa (PG) juegan un
papel importante en el ablandamiento de los tejidos. La PME produce la hidrolisis
de la pectina, formando metanol y &cido péctico, el cual puede ser
despolimerizado por la PG, desestabilizando las estructuras celulares. No
obstante, la actividad enzimatica de los tejidos cortados puede depender del
estado fisiolégico del fruto entero.

El estrés que sufren los tejidos durante las operaciones de pelado y cortado podria
aumentar la permeabilizacion de las membranas y asi el intercambio celular de
fluidos con la consecuente inundacion de los espacios intercelulares. Este dafio
celular provoca una descompartimentalizaciéon de enzimas y sustratos, causando

un aumento de la actividad enzimatica y pérdida de fluidos Figura 2.

11
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A) Célula intacta

Oxidacion=Pardeamiento
Aumento de \ \, Microorganismos
Actividad < - T~
~
Respiratoria NN

B)Célula cortada

Figura 2. Dafio a nivel celular originado por la operacién de corte
(Perez-Cabrera, 2003).

1.2.1.1 Oscurecimiento enzimatico

El color es uno de los principales atributos que caracteriza la frescura de los
vegetales. El oscurecimiento en la fruta fresca modifica sus caracteristicas
organolépticas reduciendo su calidad y limitando su vida util y comercializacién.
Las heridas que se producen en las frutas y vegetales por efecto del manejo,
cortado o rebanado modifican la actividad metabdlica y enzimatica de esta,
provocando un aumento en la produccién de compuestos fendlicos y con ello
sustrato disponible para las polifenoloxidasas, responsables del oscurecimiento en
frutos.

Es importante destacar que los compuestos fendlicos desempefian funciones
importantes en los vegetales, tales como proteger frente a radiacion ultravioleta
(estilbenos), actuar como agentes antimicrobianos (acido salicilico), al igual que
sellar las heridas por lignificacion (ligninas)(Vermerris & Nicholson, 2006). De igual
forma contribuyen a la calidad sensorial, color, astringencia, amargor y aroma de

frutas y hortalizas (Tomas-Barberan y Espin, 2001).

12
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Los compuestos fendlicos son sintetizados por varias rutas diferentes. Las dos
vias basicas son la ruta del &cido shikimico y la del 4cido maldnico. La primera
participa en la biosintesis de compuestos fendlicos en la mayoria de las plantas.
Mientras que la via del acido malénico es de menos importancia en las plantas

superiores (Galindo, 2011).

Las clases mas abundantes de compuestos fendlicos son derivados de la
fenilalanina a través de &cido cinamico, la fenilalanina amonio-liasa (FAL) cataliza
la reaccion de liberacion de la molécula de amoniaco, ademas, forma una doble
ligadura entre carbono y carbono. Se encuentra en un punto entre el metabolito
primario y secundario; debido a esto la reaccibn que cataliza es un paso
importante en la regulacion de la formacion de muchos compuestos fendlicos
(Saltveit y col., 2010) es decir, es la enzima limitante de los fenilpropanoides, ruta
gue se activa principalmente por factores ambientales como bajos niveles de
nutrientes, infeccidn fingica y dafios en los tejidos (Hiromi & Homma, 2001; Choi y
col., 2005).

Se han llevado a cabo numerosas investigaciones enfocadas a controlar el
oscurecimiento enzimatico, en el caso de la lechuga existen estudios realizados
sobre la actividad de la FAL por la importancia que representa. Sin embargo, otras
enzimas como la peroxidasa (POD) y polifenol oxidasa (PFO) estan involucradas
también en el oscurecimiento enzimatico; llevando a cabo la oxidacion de
polifenoles. Los compuestos fendlicos de la fruta son oxidados hasta quinonas
mediante reacciones catalizadas por la PFO. Durante el procesado minimo de
fruta se dafa la integridad del tejido vegetal y se produce un incremento de las
actividades metabdlicas y una descompartimentacion de enzimas y substratos que
al entrar en contacto reaccionan formando compuestos activos. Estos ultimos, a su
vez experimentan procesos de polimerizacion que dan lugar a compuestos
coloreados denominados melaninas, produciendo el oscurecimiento superficial del
producto y disminuyendo asi su calidad visual. El grado de oscurecimiento que
sufren las frutas puede depender de la concentracién y tipo de compuestos

fendlicos presentes en los frutos, actividad de la PFO, estado de madurez,
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presencia de oxigeno (O,) y compartimentacion de los enzimas y sustratos (Oms-
Oliu, 2008; Rojas-Gralu, 2006).

Al hacer la comparacion entre frutas y hortalizas heridas, existe un tiempo de
retraso para la aparicion del oscurecimiento en el caso de las hortalizas. Esto
puede ser explicado debido a la biosintesis de “novo” de polifenoles. En el caso de
las manzanas estas contienen una suficiente cantidad de polifenoles que causan
un rapido oscurecimiento enzimatico, mientras que la lechuga por ejemplo
contiene una menor cantidad de esos compuestos; cuando la manzana es
cortada, la seccion cortada generalmente se torna café dentro de
aproximadamente una hora, en tanto que para la lechuga esto puede tomar dias
(Hiromi & Homma, 2001).

1.2.1.1.1 Actividad de la fenilalanin amonio-liasa

Una respuesta inicial a las heridas (y muchas otras tensiones bioticas y abiéticas)
es la sintesis de novo”y el aumento de la actividad de la fenilalanin amonio-liasa

(FAL), la primer enzima involucrada en la ruta de fenilpropanoides.

El primer paso en la ruta de fenilpropanoides es la conversién del aminoacido L-
fenilalanin a acido trans cinamico por la FAL Figura 3. Las reacciones posteriores
producen muchos nuevos componentes que han sido relacionados con el

oscurecimiento en la seccién cortada.
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Figura 3. Esquema de las principales rutas y las enzimas involucradas en la
biosintesis de compuestos fendlicos. Las abreviaturas de las enzimas: PAL
(Fenilalanin amonioliasa), BHA2H (Acido benzoico 2-hidroxilasa), C4H (Cinamato
4-hidroxilasa), COMT-1 (Acido cafeico/acido 5-hidroxiferulico O-metiltransferasa),
4CL (p-cumarato: CoA ligasa), F5H (ferulato 5-hidroxilasa), GT (Galoiltransferasa),
ACOAC (acetilCoA carboxilasa) (Galindo Perez, 2011).
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Los compuestos fendlicos solubles producidos por el aumento de la actividad de la
FAL son retenidos en vacuolas y solo participan en las reacciones de
oscurecimiento cuando la alteracion de las membranas permite a los sustratos y a
las enzimas mezclarse, produciendo el oscurecimiento superficial (Choi y col.,
2005).

Las heridas y la exposicion a la hormona vegetal etileno estimulan la ruta de
fenilpropanoides generando nueva actividad enzimatica, que conduce a una mayor
produccion de los principales compuestos fendlicos y la sintesis de nuevos

componentes (Roura y col., 2008).

Las heridas generan altos niveles de la actividad de la (FAL) no sélo en las células
cercanas a la herida, sino también en las células que se encuentran hasta 2.5 cm
de distancia del sitio de la herida. Esto indica que la cicatrizacion en el tejido por la
produccion de FAL debido a las heridas, es transmitida del tejido herido al que no
lo esta (Pereyra L., 2005).

La actividad de la FAL no solo es producida por lesiones y/o exposicion al etileno,

sino también por otras alteraciones como temperatura e infecciones de hongos.

El aumento en la actividad de la FAL ha sido correlacionado con una disminucion
en la vida util y la calidad visual en conjunto de vegetales frescos cortados (L6pez-
Galvéz y col., 1996).

Para la biosintesis es necesaria la presencia de cuatro factores: O,, PFO, cobre y

compuestos fenolicos (Perez-Cabrera, 2003).

De acuerdo con las investigaciones realizadas por (Aquino-Bolafios y col., 2000),
sobre jicama fresca cortada se ha observado que existe un incremento en la
actividad FAL previo al desarrollo de oscurecimiento enzimético en productos
frescos cortados. Un incremento en la actividad de la FAL fue observado antes de

la aparicion del oscurecimiento en este fruto minimamente procesado.

De aqui que cuando los alimentos son sometidos a un proceso de cortado con un

tratamiento como un recubrimiento, es necesario evaluar la actividad FAL puesto
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gue con ello sera posible predecir la evolucion del oscurecimiento enzimatico por

la relacion existente (Hisaminato ycol., 2001).

Las frutas frescas cortadas son tejidos vivos incluso después del procesamiento.
Los dafios al tejido por las simples operaciones de corte o pelado, estimulan la
actividad respiratoria y la produccion de etileno, lo que induce la biosintesis de
enzimas asociadas a un incremento en la velocidad de los procesos metabdlicos y
de otras reacciones bioquimicas responsables del cambio de color, aroma, textura
y valor nutritivo que conducen a la senescencia de los tejidos vegetales(Perez-
Cabrera, 2003). La respiracion es uno de los factores principales en la aceleracién
de la pérdida de calidad de los productos frescos cortados, ya que los sustratos
respiratorios, tales como los azUcares y los acidos son consumidos en este
proceso (Igbal y col., 2008).

Todos los organismos vivos requieren un aporte continuo de energia, necesaria
para llevar a cabo todas las reacciones metabdlicas y mantener la organizacion
celular. La respiracion es el principal proceso de produccion de energia de las
células aerobias. Consiste en la degradacion oxidativa, enzimatica y exotérmica de
sustancias organicas almacenadas en las células, ricas en potencial, para
transformarlas en sustancias mas simples con desprendimiento de energia en
formas utilizables.

En presencia de oxigeno molecular la respiracion es aerobia y los productos
finales de la oxidacién de la glucosa son dioxido de carbono, agua y energia (la
mayor parte en forma de calor). La respiracion es un proceso que incluye la

absorcion de 0, la transformacion de hidratos de carbono, la liberacién de CO,y

de energia, la formacion de productos intermedios usados por las células en
reacciones de sintesis y que desempefian diferentes funciones en el metabolismo

y finalmente la pérdida de peso como resultado de la oxidacion.
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En ausencia de oxigeno la respiracion es anaerobia, se puede transformar en un
proceso fermentativo, es mucho menos eficiente como productora de energia (un

4 %) y sus productos son etanol y CO.,.
La intensidad respiratoria (cantidad de O, absorbida o de CO, desprendido por un

organo vegetal de un peso determinado durante un tiempo definido) de un
producto, es un buen indicador de la actividad metabdlica de los tejidos y por tanto
de su vida en la postcosecha y de su potencial de almacenamiento. Asi, la
experiencia practica ha demostrado que los tejidos con altas tasas respiratorias
y/o bajas reservas energéticas tienen vidas post-cosecha mas cortas.

Las modificaciones de la composicion atmosférica en la que se almacena el
producto generalmente se realiza para disminuir la velocidad de respiracion, el
metabolismo y maduracién del producto, asi como pérdidas en frescura, peso y
materia seca.

La reduccion en O, y el enriquecimiento en CO, son consecuencias naturales del

desarrollo de la respiracion cuando las frutas y hortalizas frescas se almacenan en
un envase o contenedor herméticamente cerrado. Estas modificaciones en la
composiciéon de la atmosfera provocan un descenso en la intensidad de
respiracion del material vegetal (Ospina-Meneses & Cartagena-Valenzuela, 2008).
Si el producto esta encerrado en una pelicula impermeable, los niveles de oxigeno
en el interior del paquete, podrian descender a concentraciones muy bajas en las
gue se podria iniciar la respiracién anaerobia. La anaerobiosis, con acumulacion
de etanol, acetaldehido y acidos organicos normalmente se asocia con olores y
sabores y con una marcada degradacion en calidad del producto. Ademas, existe
un riesgo de crecimiento de organismos patdgenos anaerobios, como Clostridium

Botulinum. Por lo tanto se recomienda un minimo del 2-3% O,, para asegurar que

no se crean condiciones potencialmente peligrosas (Vargas ycol., 2010).

A la inversa, si las frutas y hortalizas se encierran en un film con excesiva
permeabilidad se producira poca o ninguna modificacion de la atmoésfera en el
interior del envase. Ademas, las pérdidas de humedad podrian provocar el

marchitamiento y pérdida indeseable de la frescura, y por lo tanto los “films"
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totalmente permeables son inadecuados para el envasado de los productos
frescos.

Sin embargo, si se selecciona un film de adecuada permeabilidad intermedia, se
establece una adecuada atmésfera modificada de equilibrio cuando las

intensidades de transmisién de O,y CO,a través del paquete son iguales a la

intensidad de respiracion del producto. La atmdsfera modificada de equilibrio
exactamente alcanzada dependera necesariamente de la actividad respiratoria
intrinseca del producto, pero podria estar fuertemente influenciada por diferentes
factores extrinsecos.

Es necesario optimizar estos factores para cada producto de modo que se puedan
alcanzar completamente los beneficios del envasado en atmosfera modificada.

Las atmoésferas modificadas se pueden crear tanto pasivamente por el propio
producto o intencionadamente por empaquetado activo.

Las atmésferas modificadas pueden desarrollarse pasivamente en el interior de un
envase herméticamente cerrado como resultado de la respiracion del producto, es

decir, consumo de O,y produccién de CO,,. Si las caracteristicas de respiracion de

un producto estan adecuadamente ajustadas a los valores de permeabilidad del
recubrimiento, se puede crear pasivamente una beneficiosa atmésfera modificada
en el interior del envase.

Si se elige un film de una adecuada permeabilidad intermedia, se establecera una

atmosfera modificada de equilibrio cuando las intensidades de transmision del O,y
del CO, a través del envase sean iguales a la intensidad de respiracion del

producto (Ospina-Meneses & Cartagena-Valenzuela, 2008).

Un enfoque practico para evaluar la velocidad de respiracion al comparar
muestras similares pueden llevarse a cabo mediante el monitoreo de la
composicién del espacio de cabeza en los paquetes.

La concentracion de oxigeno y dioxido de carbono en el interior del espacio de
cabeza esta relacionado con el estado metabdlico de las muestras. Los niveles de

oxigeno pueden tener otros efectos en la calidad, por ejemplo inactivacion de las
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reacciones enzimaticas pues la PFO requiere O, para producir cambios de color

en la superficie de cortada (Rico y col., 2007).

1.3 Recubrimientos comestibles

Un recubrimiento comestible es definido como una capa delgada de material
comestible formado directamente sobre un alimento, éstos son aplicados en forma
de liquido sobre el alimento por inmersion, aspersion o goteo (Hernandez Quiroz,
2006).
La aplicacion de recubrimientos comestibles es uno de los métodos mas
innovadores para extender la vida util comercial de frutas actuando como una
barrera contra el transporte de gas y teniendo un efecto similar sobre el
almacenamiento bajo atmosferas controladas o modificadas. Entre las ventajas de
esta tecnologia se encuentran la reduccion de envases y la incorporacion de
ingredientes funcionales (Vargas y col., 2008).
Como se ha sefialado anteriormente los recubrimientos comestibles tienen que
seguir ciertos requisitos funcionales, los cuales dependen del tipo de producto
recubierto y sus vias metabdlicas, tales como:
e Propiedades sensoriales: Los recubrimientos comestibles deben ser
transparentes, insipidos e inodoros.
e Propiedades de barrera: Los recubrimientos debe tener una adecuada
permeabilidad al vapor de agua y solutos y una permeabilidad selectiva a

compuestos volatiles.

En general las peliculas o recubrimientos comestibles tienen la capacidad de
actuar como barrera a la migracion de humedad, O,, CO,, aromas, sabores, y
lipidos; poseen la capacidad de mejorar la integridad estructural de productos
fragiles o las propiedades de manejo mecanico del alimento, es por ello que
pueden servir como empaque, si dichas propiedades son adecuadas y las
condiciones de sanidad prevalecen durante su almacenamiento, transportacion y

comercializacion. Ayudan a mantener la calidad de los alimentos después de que
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su empaque es abierto, pues estas sirven para estabilizar los gradientes de
actividad de agua, protegiéndolo contra la pérdida o ganancia de humedad y
pérdida de aromas.

Igualmente, sirven como vehiculos de otros ingredientes que llevan a cabo una
funcidén especifica diferente a la de la cubierta, es decir se incorporan diferentes
componentes como agentes antimicrobianos, sabores, antioxidantes y pigmentos
al momento de su formulacién(McHugh & Senesi, 2000).

Por otra parte, las formulaciones de los recubrimientos comestibles deben
contener sustancias seguras, grado alimenticio y el costo de la tecnologia y
materias primas con los cuales se producen deben ser relativamente bajos.

La tecnologia de recubrimientos comestibles es un método prometedor para
preservar la calidad de los frutos frescos cortados. La investigacion y los esfuerzos
de desarrollo estan dando lugar a una mejora de las caracteristicas funcionales de
los recubrimientos, que dependen de las propiedades de la fruta que se conserva
o0 mejora (Vargas ycol., 2008).

Los recubrimientos comestibles pueden influir en la calidad de las frutas
recubiertas de diferentes maneras, ya que hay muchos mecanismos involucrados.
Estos mecanismos incluyen la transferencia de humedad controlada entre la fruta
y el medio ambiente alrededor, la liberacién controlada de agentes quimicos como
sustancias antimicrobianas, saborizantes y antioxidantes, la reduccion del oxigeno
interno con una disminucion en el metabolismo de la fruta.

Por lo tanto, algunos de los efectos que se pueden observar en los frutos
recubiertos durante el almacenamiento son: reduccion en la velocidad de
respiracion, disminucion de la pérdida de peso, retraso en la aparicion de
oscurecimiento enziméatico y, en general, un aumento significativo de la vida util
en las frutas (McHugh & Senesi, 2000).

La funcionalidad de los recubrimientos comestibles se puede mejorar mediante la
incorporacion de agentes antimicrobianos (conservantes quimicos o compuestos
antimicrobianos obtenidos de fuentes naturales), antioxidantes, e ingredientes

funcionales, tales como minerales y vitaminas. Los antioxidantes se afiaden a los
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recubrimientos comestibles para proteger las frutas contra la oxidacion, la

degradacion y cambio de color.

Recubrimientos con antimicrobianos y antioxidantes tienen ventajas sobre la
aplicacion directa de estos compuestos porque pueden ser disefiadas para
retrasar la difusion del compuesto activo en la superficie del producto recubierto.
Al hacer méas lenta su difusiobn en los alimentos recubiertos, la actividad del
conservador en la superficie de los alimentos se mantiene por mas tiempo.

Los nutracéuticos (Productos aislados o purificados a partir de los alimentos que
se venden generalmente en formas medicinales, tienen la capacidad de generar

beneficios fisiolégicos y proporcionar proteccion contra enfermedades crénicas)

pueden ser incorporados en la formulacion de recubrimientos comestibles,
proporcionando una alternativa para fortalecer a las frutas frescas, y fomentar su
consumo. (Vargas y col., 2008).

Tradicionalmente, los recubrimientos comestibles se han utilizado como una
barrera para reducir al minimo la pérdida de agua y retrasar el envejecimiento
natural de los frutos recubiertos través de permeabilidad selectiva a los gases. Sin
embargo, la nueva generacion de recubrimientos comestibles esta especialmente
disefiada para permitir la incorporacion de antioxidantes, vitaminas productos
nutracéuticos por medio de la aplicacion de tecnologias prometedoras como la

nanoencapsulacion.

Debido a las propiedades que presentan los sistemas de talla submicrénica, las
nuevas tendencias se han centrado en la gran funcionalidad de recubrimientos
nanoestructurados y la nanotecnologia ofrece diversas posibilidades de aplicacion
en el area de alimentos. (Weiss y col., 2006; Quintanilla-Carvajal y col., 2009;

Zambrano-Zaragoza y col., 2010).
1.4 Nanoparticulas

La nanotecnologia se enfoca en la caracterizacion, fabricacion, y la manipulacién

de estructuras biolégicas y no biolégicas a escala hanométrica (1*10°m).
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Se ha demostrado que estructuras en esta escala tiene propiedades funcionales
Unicas y novedosas.

En consecuencia, los intereses y actividades en esta area de investigacion han
aumentado considerablemente en los ultimos afios.

Segun la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (2006), "La nanotecnologia es la
comprension y el control de la materia en dimensiones a escala nanométrica,
donde los fendmenos Unicos permiten nuevas aplicaciones. Abarcando la ciencia
a nanoescala, la ingenieria y la tecnologia; la nanotecnologia consiste en la
proyeccion de imagen, de medida, modelizacion y manipulacion de la materia a

esta escala de longitud" (Weiss y col., 2006).

Las nanoparticulas se definen como particulas coloidales, preparadas a partir de
polimeros biodegradables o no, las cuales contienen un agente activo y pueden
ser producidos por meétodos quimicos o mecanicos. La talla de particula
generalmente varia entre 1 a 500 nm (Quintanar-Guerrero y col., 1998; Mora-
Huertas, 2010).

Las nanoparticulas pueden clasificarse de acuerdo a su morfologia y arquitectura

en nanoesferas o nanocapsulas.

Nanoesfera: Sistema matricial en el que el principio activo esta uniformemente

distribuido en el polimero del cual esta4 hecha la nanoparticula Figura 4.

Figura 4. Nanoesfera(Martinez Pérez, 2010).

Nanocapsulas: Sistemas con una cavidad, estan compuestas por un centro oleoso
0 acuoso el cual puede ser la sustancia que se desee liberar cubierto con una

membrana polimérica Figura 5.
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Figura 5. Nanocapsula(Martinez Pérez, 2010).

Los beneficios potenciales de la hanotecnologia han sido reconocidos por muchas
industrias, como la microelectronica, aeroespacial y farmacéutica en las que
productos comerciales ya estdn siendo manufacturados. En contraste, las
aplicaciones de la nanotecnologia dentro de la industria alimentaria son mas bien
limitadas. Sin embargo, logros y descubrimientos de la nanotecnologia estan
empezando a impactar la industria alimentaria e industrias asociadas, lo que
afecta aspectos importantes de inocuidad de los alimentos, sintesis molecular de
nuevos productos alimenticios e ingredientes (Chen y col., 2006).
El hecho de que los sistemas con caracteristicas estructurales a escala
nanomeétrica tengan propiedades fisicas, quimicas y biolégicas muy diferentes de
sus contrapartes macroscépicas estd cambiando la comprension de los
fendmenos bioldgicos y fisicos en los sistemas alimentarios (Weiss y col., 2006).
La nanotecnologia tiene el potencial de afectar muchos aspectos de los sistemas
alimentarios y agricolas. La seguridad alimentaria, nuevas herramientas de
biologia molecular y celular, nuevos materiales para la deteccion de patégenos y
la proteccién del medio ambiente son ejemplos de los importantes vinculos de la
nanotecnologia a la ciencia y la ingenieria de sistemas agricolas y alimentarios.
De acuerdo con Weiss y col., 2006 algunos ejemplos de la nanotecnologia como
una herramienta para lograr nuevos avances en la industria alimentaria son los
siguientes:

e Mayor seguridad de la fabricacién, procesamiento y transporte de productos

alimenticios a través de sensores para la deteccion de patdgenos y

contaminantes.
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e Dispositivos para mantener los registros histéricos ambientales de un
producto en particular y el seguimiento de los envios individuales.

e Sistemas que provean la integracion de sensores para la localizacion,
presentacion de informes y control remoto de los productos alimenticios,
sistemas inteligentes que pueden aumentar la eficacia y seguridad del
procesamiento y transporte de alimentos.

e Encapsulacion y sistemas de liberacion que llevan, protegen, y liberan los
ingredientes de alimentos funcionales a su sitio de accion especifico.

La mayoria de la investigacion nanotecnologica se centra en el desarrollo de
aplicaciones en las ciencias bioldgicas y de ingenieria. Las estrategias para aplicar
la nanociencia a la industria alimentaria son muy diferentes a las aplicaciones mas
tradicionales de la nanotecnologia, pues el procesamiento de alimentos es una
industria multitecnolégica que abarca una amplia variedad de materias primas,
elevadas exigencias en bioseguridad y procesos tecnoldgicos bien regulados.

Cuatro areas principales en la produccion de alimentos pueden beneficiarse de la
nanotecnologia: el desarrollo de nuevos materiales funcionales, el procesamiento
en micro y nanoescala, el desarrollo de productos y el disefio de métodos e
instrumentos para mejorar la inocuidad alimentaria y su bioseguridad. La Figura 6

muestra las posibles aplicaciones de la nanotecnologia en la industria alimentaria.
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Materiales Procesamiento
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Figura 6. Aplicacién de la nanotecnologia en la ciencia de los alimentos (adaptado
de Weiss y col., 2006).

Los métodos de micro y nanoencapsulacion representan una técnica prometedora
con amplias expectativas en la incorporacion de ingredientes funcionales y

antimicrobianos en recubrimientos comestibles para frutas.

La micro y nanoencapsulacion es definida como una tecnologia para empaquetar
sélidos, liquidos o sustancias gaseosas en miniatura (micro y nanoescala), son
capsulas selladas que pueden liberar su contenido a velocidades controladas bajo

condiciones especificas.

Esta técnica se esta aplicando cada vez mas en la industria alimentaria ya que los
materiales encapsulados pueden ser protegidos de la humedad, el calor, u otras
condiciones extremas, aumentando asi su estabilidad y manteniendo la viabilidad.
Esta técnica es especialmente adecuada para la incorporacion de ingredientes
que afaden valor al producto alimenticio, como las enzimas, los probioticos
(Microorgansimos vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas
benefician la salud del huesped) y prebioticos (Ingredientes alimentarios no
digeribles que afectan beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente el
crecimiento y/o actividad de una o un nuamero limitado de bacterias en el colon,

gue pueden mejorar la salud del huésped), asi como ingredientes funcionales o
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para enmascarar los olores y sabores. Por otra parte, los sistemas de
encapsulacién a micro y nanoescala parecen permitir una mejor encapsulacion y
eficiencia en la liberacion que los sistemas de encapsulacion tradicionales (Vargas
y col., 2008).

En conclusion, existe un gran numero de aplicaciones potenciales de la

nanotecnologia en la industria alimentaria
1.5 Antioxidantes

Aunqgue los antioxidantes se agregan a menudo a los alimentos para estabilizarlos
y prevenir el desarrollo de propiedades organolépticas indeseables, actualmente
se les considera de gran interés por su potencial funcibn como agentes

terapéuticos.

La FDA (Food and Drug Administration) define los antioxidantes como las
sustancias utilizadas para conservar los alimentos ya que retardan la alteracion
por enrranciamiento o la decoloracion debida a la oxidacién. En los alimentos, los
antioxidantes se presentan como constituyentes endégenos o son incorporados
para mejorar la calidad del producto controlando oxidaciones y sus consecuencias

adversas.

La seguridad alimentaria de ciertos antioxidantes sintéticos ha sido cuestionada
debido a un potencial poder cancerigeno, por lo que esta siendo de interés tanto
para la industria como para los consumidores, remplazar estos componentes

sintéticos por alternativas naturales.

Los antioxidantes naturales son un grupo de vitaminas y otros compuestos
vegetales y enzimas que bloquean el efecto prejudicial de los denominados
radicales libres (Contreras-Salmeron, 2010).

El procesado minimo (pelado y cortado) de la fruta puede afectar al contenido,

composicién, actividad y biodisponibilidad de los antioxidantes (Oms-Oliu, 2008).
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Propiedades de los antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos exdgenos (naturales o sintéticos) y endégenos
que actian por diversos mecanismos, pueden actuar donando electrones,
eliminando a la especie oxidante o a sus precursores, inhibiendo la formacion de

las especies reactivas, etc.

Los antioxidantes frenan la reaccion de oxidacién, pero a costa de destruirse ellos
mismos. Es resultado en la utilizacién de antioxidantes es retrasar la alteraciéon

oxidativa del alimento, pero no la evita de una forma definitiva.

La vitamina E tiene una funcién fundamental en el metabolismo normal de todas
las células. Tiene actividad biolégica antioxidante capaz de poner fin a las
reacciones en cadena y quimicamente puede prevenir la oxidacion lipidica (Byun y
col., 2011) evitando, junto con otras sustancias, la formacion de radicales libres a
partir de la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (Yiu, Handbook of food

science, technology, and engineering , 2006).

1.5.1.1 Propiedades

Un aceite de color amarillento, labil para el calor, insoluble en agua pero soluble al
alcohol, peso molecular 430.7 mol/g, estable en soluciones acidas. Maximo de

absorcion: 292 nm (en solucién alcalina).

La vitamina E se valora de acuerdo a su actividad en Ul (Unidades

Internacionales).

1.5.1.2 Tipos de vitamina E

Existen ocho formas isoméricas de la vitamina E. Los tocofenoles y tocotrienoles
son compuestos monofénolicos y lipofilicos, la forma tradicional en que se
presentas es como isémero alfa, beta, gamma y delta. Dependiendo del nimero y
posicién del grupo metilo. EI mas activo como vitamina es el alfa- pero también el
gamma- tiene cierto valor. En la Figura 7 que se presenta a continuacion se puede

observar la estructura quimica de a-tocoferol.
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Figura 7. Estructura quimica de a-tocoferol vitamina E.

Pueden obtenerse de dos maneras:

e Por extraccion de aceites naturales, que corresponderia al E-306 (extracto
rico en tocoferol). Abundan més en aceite de germen de trigo, arroz, maiz o
soja.

e Por sintesis quimica. Tiene una accidén vitaminica algo menor que los

naturales.

Cabe sefialar que también la vitamina E es un fenol, con varios sustituyentes en el
anillo bencénico. Es de suponer que su accién como antioxidante sea muy similar
a la del Butil-Hidroxi-Tolueno (BHT) que es uno de los antioxidantes sintéticos mas

utilizados en alimentos(Contreras-Salmeron, 2010).
Accion de la vitamina E

La accién antioxidante de los tocoferoles va ligada a un mecanismo de eliminacion
del oxigeno del medio por la formacion de tocoquinonas. Este hecho no tiene lugar

con los antioxidantes de tipo fendlico.

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electréon
desapareado en capacidad de aparearse por lo que son muy reactivos; los
oxidantes se forman por la reaccion con otros radicales por fotoexitacion,
metabolismo, irradiacion, catalisis metdlica, o el calor siendo los principales

inductores de estrés oxidativo en los seres vivos.

Los radicales libres atacan los dobles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados
para formar por division homolitica de enlaces covalentes un radical peroxido del
acido graso altamente reactivo. Este puede atacar a otros acidos grasos, alterando
la estructura de la membrana y la integridad celular. El a-tocoferol actia como
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“basurero” de los radicales peréxido de los acidos grasos debido a que puede
ceder el protén del grupo hidroxilo del anillo de 6-hidroxicromona para estabilizar
radicales libres transformandose en el radical a-tocoferoxilo, que es relativamente
estable. Este radical puede ser regenerado otra vez a la forma nativa mediante el

concurso de otros antioxidantes (vitamina A y C) (Contreras-Salmeron, 2010).
Requerimientos minimos de la vitamina E

El uso de tocoferoles como antioxidantes en un alimento no autoriza a indicar en
su publicidad que ha sido enriquecido con dicha vitamina. La cantidad de estas
sustancias ingeridas como un componente natural de los alimentos es en general
mucho mayor que la que se ingiere por su uso como aditivo alimentario ya que se

utiliza a concentraciones muy bajas.

Estudios recientes evidencian el papel de la vitamina E en la reduccién de riesgos
de desarrollar enfermedades degenerativas: Debido a que previene la formacion
de radicales libres disminuyendo el dafio a los tejidos (por ejemplo, lipidos
celulares, proteinas o ADN) (Yiu y col., 2006).
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Il. METODOLOGIA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL

2.1 Problema
El oscurecimiento enzimatico depende de la cantidad de polifenoles presentes en
el momento en que la fruta es cortada, sin embargo existe una sintesis de “novo”
que contribuye a la formacidbn de fenoles que mantiene activo a la
polifenoloxidasa, en este proceso se encuentra involucrada la fenilalanin amonio-

liasa.

En este trabajo se pretende establecer el efecto de un recubrimiento de talla
submicronica sobre la conservacion de manzana Red Delicious fresca cortada,
siguiendo la actividad de la fenilalanin amonio-liasa y en funcion a esto, tener una
prueba del mecanismo de reduccion del indice de oscurecimiento bajo diferentes

sistemas nanoparticulados con a-tocoferol.
2.2 Objetivo General

Evaluar la efectividad de sistemas nanoparticulados con a-tocoferol, sobre la
disminucién del oscurecimiento enzimatico en manzana (Red Delicious) fresca

cortada, utilizando como indicador la actividad de la fenilalanin amonio-liasa.

Objetivo particular 1

Determinar el efecto de la aplicacion de cuatro sistemas nanoparticulados a
manzana (Red Delicious) fresca cortada sobre la actividad de la fenilalanin
amonio-liasa mediante el seguimiento de color y la formaciéon de acido cinamico

durante el almacenamiento en refrigeracion.
Objetivo Particular 2

Analizar el efecto del sistema nanoparticulado aplicado a manzana fresca cortada
sobre el consumo de oxigeno, como una prueba de los cambios en la velocidad de

respiracion.
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2.3 Seleccion y justificacion de variables

Para evaluar la actividad de la enzima FAL se deben monitorear los pardmetros
mencionados en la Tabla 5; pues los sintomas de deterioro de productos frescos
cortados incluyen cambios en el color, especialmente atribuido a oscurecimiento
enzimatico en las superficies cortadas (Rojas-Gral, 2006). Ademas el dafio
mecénico puede causar un incremento en la produccion de etileno y por
consiguiente en la actividad de la FAL (Tomas-Barberan & Espin, 2001). La
exposicion de los tejidos vegetales a etileno induce la actividad de la FAL. La tasa
de respiracion de los frutos cosechados se puede medir, mediante la
determinacion de la velocidad de emision de CO, o de consumo de O, por el fruto
colocado en un recipiente cerrado, y constituye un buen indice del tiempo que
pueden conservarse después de ser recolectados. Valores elevados indican una

vida corta en el almacenamiento.

Tabla 5. Seleccién de variables.

_ _ _ Técnicao
Factor de Niveles/ Variable Variable de
o . _ instrumento
variacion Replicas dependiente respuesta -
de medicion
. Método
*Nanocapsulas  cantidad de  Actividad de la
o _ propuesto
con a- acido enzima
o . . por Ke'y
tocoferol. cindmico fenilalanin _
. ) o Saltveit
Nanoesferas  formado®. amonio-liasa
Sistema Los dos (1986)
de sistemascony  Cambio de indice de )
] _ o Imagenologia
nanoparticulas sin goma color oscurecimiento
Xantana
*Control Concentracion  Velocidad de Analizador
3 réplicas c/u de oxigeno respiracion de Oxigeno

? La cuantificacion de 4cido cindmico se determiné mediante la curva patrén de absorbancia contra acido
cindmico.
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2.4 Disefio Experimental

Para la elaboracion de los sistemas nanoparticulados se utilizaron los siguientes

reactivos:

Antioxidante

e D-a-Tocoferol Polietilenglicol Succinato 1000 (TPGS) grado alimenticio
(GA), marca Eastman, PM 1,513 g/mol

Biopolimeros

e Goma Xantana, Drogueria Cosmopolita (Distrito Federal, México).

e Poli-e-caprolactona, Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA).

2.5 Estabilizantes
e Pluronic® F-127 Poloxamero 407, Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA).

Disolventes

e Acetato de etilo GA, Fermont (Distrito Federal, México).
e Agua destilada GA, Milli-Q, Millipore®, (Bedford, USA).

Los Sistemas nanoparticulados se obtuvieron por el método de emulsificacion-
difusion de acuerdo a la metodologia propuesta por (Quintanar-Guerrero y col.,
1998) y las condiciones de preparacion para activos alimenticios por (Zambrano-
Zaragoza, 2010) Figura 8. Esta técnica consiste en emulsificar una solucién
organica conteniendo un polimero (poli-e-caprolactona) en una solucion acuosa
que contiene el agente estabilizante (pluronic F-127). La subsecuente adicion de
agua (Milli Q) al sistema genera la difusién del solvente dentro de la fase externa,

provocando la formacion de particulas coloidales.
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Figura 8. Preparacion de sistemas nanoparticulados.

Tamafo de particula. Fue determinado mediante la técnica de difusién de luz
integrada a través de un Zetasizer® 4 (Malvern Ltd., Orsay, France). El
instrumento utiliza el método de espectroscopia de correlacion rotonica para medir
el tamafio de las particulas. Un haz de luz es dirigido a través de la muestra diluida
y dispersado por las gotas en un patrén caracteristico y detectado por una serie de

fotodiodos, el tamafio de particula se expresa en nanémetros (nm).

Potencial Z. Fue determinado mediante la técnica de difusion de luz integrada a
través de un Zetasizer® 4 (Malvern Ltd., Orsay, France). EI método mide la
velocidad de una particula que se mueve en un liquido cuando existe un campo
eléctrico aplicado. Cuando las gotas estan suspendidas en un liquido, se mueven

hacia el electrodo de carga opuesta, las unidades se expresan en miniVolts (mV).
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Para la etapa experimental se utilizaron manzanas de la variedad Red Delicious
compradas en las bodegas de Atizapan. La seleccion de los frutos se realizé con
base en la norma (NMX-FF-061-SCFI-2003), en la que se establece que debe
contener de 10 a 12 °Brix, la pulpa debe presentar una resistencia a la penetracion
menor de 5 Kgf, similitud en forma y tamafo, ademéas de ausencia de lesiones
externas (menor a 5%). La materia prima seleccionada se lavo y desinfecto. Previo

a su preparacion se mantuvieron refrigeradas a 4 °C.

Determinacién de firmeza. Se determing, utilizando un penetrometro manual de
Wagner Instruments modelo FT30 con una sonda cilindrica de 11 mm de diametro
(Figura 9), los resultados se expresaron como la fuerza necesaria para penetrar la
pulpa de manzana fresca cortada en Kgi/cm?. La determinacion de este parametro

se realizo de forma similar a lo establecido por la NMX-FF-014-1982.

Figura 9. Penetrometro manual.

Determinacién de sélidos solubles ( Brix). Basado en el principio de refraccion de
la luz en liquidos. Cuando la luz pasa a través de un liquido, el angulo de
refraccion muestra la concentracion de los solidos disueltos, en este caso
azucares. La determinacién de solidos solubles se realizé con la ayuda de un
refractometro Atago modelo 01020 (Figura 10) por medicién directa del jugo de la
manzana fresca cortada de acuerdo a la NMX-FF-015-1982. Los resultados se

expresaron como °Brix.
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Figura 10. Refractometro manual.

En el acondicionamiento de las manzanas frescas cortadas se utilizaron
soluciones de cloruro de benzalconio 75 ppm, hipoclorito de sodio 150 ppm y de
de CaCl, al 1%.

Las manzanas se lavaron con agua y jabdn, se desinfectaron con hipoclorito de
sodio (150 ppm). Posteriormente con un cuchillo de acero inoxidable se eliminé el
pedunculo y la base de la manzana. Utilizando un descorazonador-rebanador, se
corto transversalmente la manzana, obteniendo ocho rebanadas. Las manzanas
cuyas rebanadas mostraron aspectos andmalos, como oscurecimiento interno,
pulpa anormalmente translucida o algun otro tipo de desorden fisiolégico fueron
descartadas.

Se registré el peso de la manzana inicial y de la manzana fresca cortada para

calcular el rendimiento.

Aplicacién de recubrimiento. Las manzanas previamente lavadas, desinfectadas y
cortadas en ocho rebanadas, se sumergieron en la solucién de CaCl, al 1%, se
escurrieron durante 3 minutos, subsecuentemente se sumergieron en el sistema
nanoparticulado correspondiente, escurriéndolas nuevamente durante 3 minutos.
Por dltimo se colocaron en vasos de cristal de poilestireno, se identificaron y se
colocaron a condiciones atmosféricas. Se registro la pérdida de peso durante el
almacenamiento, ademas se tom¢ fotografia de las manzanas por dia de prueba

para obtener una escala visual.
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Los niveles de variacion considerados para la experimentacion fueron los
siguientes: control, nanoesferas con y sin goma xantana y nanocapuslas con a-

tocoferol con y sin goma xantana.

La manzana fresca cortada, recubierta y envasada fue almacenada en un
refrigerador Friocima® a 4 °C y una humedad relativa promedio de 80%. Para
garantizar las condiciones de almacenamiento el refrigerador fue previamente
seccionado en tres partes de acuerdo a las posibles ubicaciones del lote de
manzanas frescas cortadas como se muestra en la Figura 1la. Ya con las
secciones definidas y estableciendo un valor fijo en el termostato del equipo, estas
se caracterizaron en funcidon de la temperatura y velocidad del aire, para la
temperatura se utilizé un termopar Checktemp 1® de HANNA instruments (Distrito
Federeal, México) (Figura 11b) y para la velocidad del aire un anemoémetro Turbo
meter®; Figura 11c una vez registradas las temperaturas se llevaron a cabo los

ajustes necesariospara mantener una temperatura promedio de 4 °C.
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Figura 11.Caracterizacién equipo de refrigeracion.

37



Metodologia de investigacion experimental.

Se evalué mediante la diferencia entre la masa inicial y final de cada tratamiento,
utilizando una balanza sartorius® (Madrid, Espafia) con una precision de 0.01g.
Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida de peso durante el

almacenamiento.

Figura 12. Balanza.

Para la evaluacion de la actividad de la enzima fenilalanin amonio-liasa (FAL), se
adapto el método propuesto por Ke and Saltveit (1986); 4g de tejido fueron
homogenizados con 0.4g de polivinilpolipirrolidona insoluble, 16 ml de buffer de
boratos (50 mM pH 8.5) y 14 uL de 2-mercaptoetanol. Después de filtrar y
centrifugar a 4000 rpm por 40 min en una centrifuga marca Hettich modelo EBA, la
actividad de la FAL en el sobrenadante fue determinada a 40 °C usando 300 uL de
L-fenilalanin como substrato y midiendo la absorbancia a 290 nm en un
espectrofotometro Beckman Coluter® (Figura 13). Una unidad de la actividad de

FAL corresponde a la formacién de 1umol de acido cinamico en una hora bajo las

pmol

condiciones especificadas y es expresada como

Con cada uno de los tratamientos se realizaron siete repeticiones con tres
replicas cada una de ellas, con los datos obtenidos se calculd la media y

desviacion estandar.
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Figura 13. Espectrofotometro.

La respiracion se midio por método cerrado estético con base en el consumo de
O, por la manzana fresca cortada; la medicion se realiz6 de manera directa a los
envases de vidrio sellados, con un analizador de gas de Quantek Instruments®
modelo 905 (Figura 14).

Figura 14.Analizador de O,.

Para la determinacion de color se adaptd el método de imagenologia, propuesto
por Briones y Aguilera (2005), se utilizO una camara digital Fujifilm® (12
Megapixeles, no zoom, no flash, temporizador de 2 segundos), ésta se monto
dentro de una caja impermeable a la luz con las caras internas de negro el sistema
de iluminacioén interior formado por dos focos de 10 watts inclinados con un angulo
de 45°, para disminuir la difusividad de la reflexion del color, uno en una esquina
superior y el otro en la esquina contraria inferior, el angulo entre la camara y la
muestra fue de 90° para reducir el brillo (Figura 15). Las muestras fueron

transferidas desde el refrigerador donde se llevé a cabo el almacenamiento a la
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caja oscura y colocarse en el campo de vision de la camara para capturar y

almacenar la imagen en formato JPG.

La imagen fue analizada a través del programa Adobe Photoshop CS5 con el cual

se obtuvieron los parametros CIELAB (L* a* y b*).

Figura 15. Caja negra para el analisis de color.

A partir de los datos obtenidos y en base a la ecuacion descrita por (Poul y col.,

1999) se calculo:

e Indice de oscurecimiento

100 x —0.31
N 0.172

Donde:

_ a*+ 1.75L*
"~ 5.645L* + a* — 3.012b*

X

a*: La cromaticidad sobre el eje de verde a rojo.
b*: La cromaticidad sobre el eje de azul a amarillo.

L*: Luminosidad.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un ANOVA (a = 0.05) de dos

vias con la finalidad de establecer el efecto del recubrimiento y tiempo de
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almacenamiento sobre los cambios en las variables estudiadas, estableciendo las
diferencias minimas significativas mediante pruebas de Tuckey’s. Los datos fueron
tratados utilizando software estadistico, MINITAB 14 release (Contreras-Salmeron,

2010).
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lIl. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Actividades Previas

a) Medicion de la temperatura

Durante la caracterizacion del refrigerador de almacenamiento se obtuvieron los

valores de temperatura promedio tal como se muestran en Tabla 6.

Tabla 6. Temperatura del refrigerador a diferentes valores del termostato.

Valor del Temperatura promedio

termostato en el refrigerador (°C)

1 5.8 £1.55
3 3.05+1.76
4 0.25+2

7 -9.6 £3.49

La temperatura del sistema de refrigeracion se monitoreo durante los dias de

almacenamiento con un termopar digital de LASCAR® modelo EL-USB2.

Se construyd una curva estandar de concentraciones crecientes de acido trans
cindmico desde 0 hasta 250 micromolar en buffer de borato con pH 8.5 y se midio

la absorbancia a una longitud de onda de 290 nm.
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Figura 16. Curva estandar de acido trans cinamico a 290 nm.

En la Tabla 7 se presentan los promedios de las determinaciones realizadas a los
diferentes sistemas nanoparticulados que se utilizaron durante el periodo de

experimentacion (3 semanas).
Tabla 7. Caracterizacién de los sistemas nanoparticulados.

Sistema Potencial Tamanfo de indice de

Nanoparticulado Zeta ¢ (mV) Particula (nm) Polidispersion

Nanocapsulas

-43.6+1.33 243.66%8.3 0.11+0.02
a-tocoferol

Nanocéapsulas

-43.57+1.32 259.44+2 .13 0.09+0.03
a-tocoferol Xantana

Nanoesferas -45.36+1.4 190+26.33 0.17+0.01
Nanoesferas/Xantana -48.6+2.93 196+18.3 0.26+0.04
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De acuerdo a (Friber y col., 2004) los sistemas dispersos que presenten un
potencial zeta () entre -31 a -40 mV son sistemas moderadamente estables,
mientras que los que se encuentran entre -41 a -60 mV tienen una buena
estabilidad, pues entre mayor sea el valor absoluto del potencial zeta, existe una
mayor repulsion eléctrica, debido a que las particulas de la misma carga se
repelen entre ellas con mayor facilidad por la magnitud del potencial en la capa

de deslizamiento (Castillo, 2010; Zambrano-Zaragoza, 2010).

Tal como se puede observar los valores de potencial zeta ({) obtenidos no
superan los -40 mV, lo que indica que indica que los sistemas desarrollados
cuentan con una adecuada estabilidad y en consecuencia las probabilidades de

que presenten coalescencia, floculacion o sedimentacion disminuyen.

El tamafio de particula promedio para los sistemas de talla submicrénica no fue
superior a los 260 nm (Tabla 7), con lo que se encuentran dentro del rango
establecido por (Mora-Huertas y col., 2010), pues establece que dependiendo del
metodo de preparacion el tamafio medio de las nanoparticulas va de 250 a
500nm, no obstante, existen diferentes puntos de vista sobre el tamafo de
particula utilizado (Weiss, 2006) reporté rangos entre 100 y 500 nm. Sin
embargo, es importante considerar que la reduccién de tamafio de particula ayuda
a disminuir la fuerza gravitacional y la sedimentacion, ademas de prevenir la

floculacion (McClements, 2011).

La Figura 17 presenta las micrografias de las superficies de manzana cortada Red
Delicious recubierta con los diferentes sistemas nanoparticulados, esto permite
corroborar la dispersiébn homogénea de los recubrimientos, en el caso de aquellos
gue ademas contaron con goma xantana se formaron vesiculas de tamafio menor
a 10 debido a las ligeras agregaciones de la goma asociadas a su capacidad
hidrofilica, lo que ademas generd un aumento en el tamafio de las particulas, sin

embargo esto no limitd su funcionalidad.
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NGsL Tgc -::v

Figura 17. Micrografias de los recubrimientos aplicados sobre manzana fresca
cortada Red Delicious a)Control, b)Nanocapsulas a-tocoferol, c) Nanocapsulas a-

tocoferol/Xantana d)Nanoesferas y e)Nanoesferas/Xantana.
3.2 Determinacion de pérdida de peso

En la Figura 18 se muestra la pérdida de peso porcentual durante los 14 dias de
almacenamiento para los diferentes tratamientos, como se puede observar el
control mantuvo un comportamiento lineal durante los primeros diez dias, a partir
del cual, la pérdida de peso se incrementé ligeramente, superando a los
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resultados obtenidos con las manzanas recubiertas hasta alcanzar un 0.46% en

disminucién de peso.

Es importante considerar que la naturaleza de las superficies y los tejidos de los
frutos ejercen un pronunciado efecto sobre la velocidad de la pérdida de agua y
que la mayor parte del intercambio del vapor de agua y otros gases con la
atmosfera estd controlado por poros o estomas regularmente espaciados en la
epidermis del fruto; por lo que en las muestras recubiertas con los diferentes
sistemas nanoparticulados se puede observar que el método redujo la pérdida de
peso en la fruta fresca al actuar como una barrera al vapor de agua y en
consecuencia limitar la migracibn de agua al ambiente por transpiracion. Esto
resulta importante pues la pérdida de agua causa una disminucion significativa del
peso y a medida que avanza disminuye la calidad visual y elasticidad del producto.
Esta pérdida de peso puede incidir directamente sobre la calidad comercial al
superar niveles criticos que dependen de la especie. En la mayoria de las
especies, la disminuciéon del peso superior al 8% produce un detrimento
irreversible de la calidad sensorial.
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Figura 18. Pérdida de peso en la manzana fresca cortada.
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3.3 Determinacion de actividad de fenilalanin amonio-liasa

En la Figura 19 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la actividad de
fenilalanin amonio-liasa en manzana fresca cortada con diferentes recubrimientos,
en todos los casos presentd una curva de tipo parabdlico lo que concuerda al
comportamiento de esta enzima en otros productos (Puschmann y col., 2007);
atribuido a que una vez alcanzada la méaxima actividad, esta disminuye
drasticamente. (LOpez-Galvéz y col., 1996). Este comportamiento es atribuido a la

sintesis de un inactivador proteinico de la FAL (Aquino-Bolafios y col., 2000)
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Figura 19. Actividad de fenilalanin amonio-liasa (FAL) en manzana fresca cortada.

En la manzana control, el aumento en la actividad de FAL, se presentd a los cinco
dias, mismo en el que se exhibié el maximo nivel de actividad; en el caso de las
manzanas recubiertas con nanoesferas-xantana y nanoesferas el aumento de
actividad se presenta desde el tercer dia con un maximo de actividad a los cinco y
siete dias respectivamente. Es importante destacar que aun cuando el aumento de
la actividad de FAL para las manzanas recubiertas con nanoesferas se anticipa al

del control y en el caso de las nanocapsulas con a-tocoferol con y sin goma

47



Analisis y discusion de resultados

xantana se presenta el mismo dia éstas no rebasan las seis unidades, en tanto

gue para el control alcanza hasta las 30 unidades de actividad.

Conforme a la Figura 19, es evidente que la aplicacion de nanoparticulas sobre las
manzanas cortadas disminuyd la actividad de FAL, esto se puede atribuir a la
atmosfera modificada generada alrededor del fruto, limitando en consecuencia la
concentracion de oxigeno en el ambiente cercano al tejido, lo que provoco la
acumulacion de acido cinAmico que controla la sintesis de FAL(Shirsat & Nair,
1981) esto repercute en la calidad visual de la manzana cortada, pues como se
sabe los compuestos fendlicos como el acido clorogénico, acido cafeico, catequina
y epicatequina son facilmente oxidados por la polifenoloxidasa (PFO) provocando
oscurecimiento en los tejidos. En cambio, otros compuestos fendlicos naturales de
la fruta como los acidos cinamico, p-cumarico, feralico y sinaptico no actian como
sustratos de la PFO e incluso se ha visto que pueden inhibir su actividad en
manzana, pera, cereza, pulpa de platano y uvas (Oms-Oliu, 2008).

En lo que concierne a los cambios en los niveles de FAL en las manzanas
recubiertas éstos pueden ser atribuidos al cambio en la velocidad de sintesis del
inactivador y no necesariamente a un incremento en la sintesis de FAL. Es decir
el aumento en los niveles de actividad de FAL puede deberse a la disminuciéon en
la velocidad de inactivacion pues en el sistema hay una continua produccion de

inactivador(Camm & Towers, 1973).

En el caso de las manzanas control, el dafio mecanico provoco la sintesis de
‘novo” de la FAL en el tejido de las frutas, asimismo es importante considerar la
permeabilidad del vaso de empaquetamiento al paso de O, el cual esta
involucrado en la conversion de 1l-amino-cicloprano-1-acido carboxilico a etileno;
de acuerdo a Pereyra (2005) la concentracion de etileno en los empaques
comerciales es suficientemente alta para ser fisiol6gicamente activo y provocar un
incremento en la senescencia, al aumentar la permeabilidad e integridad de las

membranas alterando el proceso dinamico de las estructuras celulares.
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Tanto el etileno como las heridas causadas por el procesamiento minimo, reducen
significativamente la calidad y vida util de la fruta fresca cortada, pues se
incrementa la actividad de la ruta fenilpropanoide a través de la enzima fenilalanin
amonio-liasa con la consecuente acumulacion de compuestos fendlicos asociados
con el proceso de cicatrizacibn en las frutas frescas cortadas generando
oscurecimiento en el tejido, en el caso de la manzana fresca cortada el
oscurecimiento inicia sobre la superficie cortada y después se esparce hacia el
interior.

El cambio tan drastico en los niveles de la actividad de fenilalanin amonio liasa
puede ser atribuido a la inhibicibn causada por productos de la ruta
fenilpropanoide(Tomas-Barberan & Espin, 2001), ya que la FAL es fuertemente
inhibida por acido cinamico.

Considerando los datos obtenidos es evidente que la aplicacion de sistemas
nanoparticulados sobre manzana fresca cortada regula la biosintesis de
polifenoles limitando el proceso de cicatrizacion y en consecuencia disminuye el

oscurecimiento de las manzanas frescas cortadas.

Por otra parte, el conocer los cambios que ocurren en la actividad de FAL genera
una estrategia sencilla e indirecta de evaluar, de forma general, la induccion del
metabolismo de los fenilpropanoides ya que los compuestos fendlicos tienen una

gran contribucién sobre la calidad sensorial de la manzana fresca cortada.

3.4 Determinacion de color

Los cambios de color en el tejido de las manzanas Red Delicious frescas cortadas
fueron determinados por los cambios de luminosidad (L*) (los valores de L* son la
medida mas confiable del oscurecimiento), indice de oscurecimiento (10) y angulo

Hue (h*), que se calcula a partir de los valores de los parametros a* y b*.

En las Figura 20,Figura 21 y 22 se muestran los cambios en los diferentes
pardmetros de color evaluados, es evidente que estos son afectados por el tiempo

de almacenamiento y la aplicacién o no del recubrimiento nanoparticulado sobre
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las manzanas cortadas. En la Figura 20, se muestran los cambios en luminosidad,
esta disminuy6 considerablemente en las muestras control a partir del tercer dia
de almacenamiento reduciendo hasta un 23.5% del valor de luminosidad al inicio
de la prueba, lo que no sucedi6 con las manzanas recubiertas con nanoparticulas,
pues la disminucion que estas mostraron fue de 16.35%, 10.41%, 16.35% Yy
19.70% para nanocapsulas-g-tocoferol, nanocapsulas-qg-tocoferol con xantana,
nanoesferas y nanoesferas con xantana respectivamente.

Como ya se ha mencionado el tiempo de almacenamiento es considerado un
factor limitante en la vida util de las frutas frescas cortadas, el valor de L*
disminuye pronunciadamente durante el tiempo de almacenamiento debido al
oscurecimieto enzimatico causado por el dafio al tejido pues L* es un indicador util
de oscurecimiento durante el almacenamiento, ya sea como resultado de la
actividad enzimatica o por el aumento en las concentraciones de los pigmentos
(Rojas-Grau y col., 2006).

En el caso de las manzanas frescas cortadas que recibieron tratamiento los
valores iniciales de L* durante el almacenamiento presentaron poca variacion. Los
datos ademdas sugieren que las manzanas cubiertas con nanocipsulas de
vitamina E tuvieron menor variacibn en este parametro durante el periodo de

almacenamiento.
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Figura 20. Luminosidad de la manzana fresca cortada durante el almacenamiento.

En la Figura 21 se observan los cambios en valores de “@” que representan una
cierta medida de cambios en color rojo a café desarrollado por la manzana (Rojas-
Graul y col., 2006). Los valores de “a” obtenidos para el control se incrementaron a
partir del tercer dia de almacenamiento.En tanto que las manzanas que recibieron
el tratamiento mostraron menor variacion en este parametro lo que concuerda con
los resultados obtenidos en la actividad de FAL pues fueron las manzanas
tratadas con nanoparticulas las que presentaron menor actividad enzimatica y por
ende menor oscurecimiento. Los valores de a* son una medida de verde y estan
altamente relacionados con los cambios en el tejido de la manzana. Los cambios
en los valores de a* han sido utilizados para monitorear el oscurecimiento en la
superficie de manzanas cortadas (McHugh & Senesi, 2000). De acuerdo a lo
reportado por (Lee y col.,2003) valores bajos de L* y valores altos de a* indican un

mayor oscurecimiento.
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Figura 21. ParAmetro a* de manzana fresca cortada durante el almacenamiento.
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Figura 22. ParAmetro b* de manzana fresca cortada durante el almacenamiento.

Los valores de b* indican la cromaticidad sobre el eje de azul a amarillo. Este
valor es una medida de amarillo en muchos productos, pero tal como se puede
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observar no existe diferencia entre las manzanas tratadas y el control en relacion a
la variacion del pardmetro b* durante los 14 dias de almacenamiento lo que
muestra que el valor no esta no esta asociado frecuentemente a los cambios de
color en manzanas (Contreras-Salmeron, 2010). Resultado similares fueron
obtenidos por Rocha y col. en 1998 sobre manzanas cortadas quien sugiriere que
el oscurecimiento enzimatico en las superficies cortadas de manzana podrian ser
monitoreados por los cambios reflejados en los valores de L* y a* en tanto que los

valores de b* no estan relacionados con la aparicion del oscurecimiento.

En la Figura 23, se observa que control presentd una mayor diferencia entre el
indice de oscurecimiento (I0) al inicio del almacenamiento y al final de este,
aumentando hasta un 58.37% del valor original esto se refleja en las imagenes
mostradas en la

Figura 24. En cuanto a las manzanas que recibieron tratamiento las que
presentaron menor variacion en el 10 fueron las manzanas recubiertas con
nanocapsulas de a-tocoferol con xantana mientras que las manzanas recubiertas
con nanoesferas y goma xantana presentaron una diferencia mayor en dicho
indice, esto en comparacion con las otras manzanas cubiertas con sistemas
nanoparticulados.

De igual forma como se puede observar, durante los primeros tres dias de
almacenamiento el indice de oscurecimiento no muestra variacion con respecto a
los tratamientos lo que refleja una relacion con la actividad de la FAL pues es a
partir de entonces cuando la actividad enzimética refleja cambios importantes
Figura 19 este misma situacion fue encontrada por (Lépez-Galvéz y col.,1996) en
lechuga y (Aquino-Bolafios y col., 2000) en jicama reportando una alta correlacion

entre la actividad de FAL y los cambios indeseables de color en el producto.
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Figura 23. indice de oscurecimiento de manzana fresca cortada durante el

almacenamiento.

Figura 24. Manzana fresca cortada recubierta con diferentes sistemas
nanoparticulados, en el dia 15 de almacenamiento. a)Control, b)Nanocapsulas a-
tocoferol, ¢c) Nanocapsulas a-tocoferol/Xantana d)Nanoesferas y

e)Nanoesferas/Xantana.
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A continuacion se presentan las variaciones de tonalidad de las manzanas Red

Delicious con y sin tratamiento durante los 14 dias de almacenamiento (Figura 25).
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Figura 25. Angulo de Hue de manzana fresca cortada durante el almacenamiento.

Las manzanas que recibieron tratamiento con sistemas nanoparticulados
presentaron menor variacion en este indice en comparaciéon con el control el cual
disminuye drasticamente del tercer al quinto dia. EIl valor de Hue representa el
verdadero color, el cual es efectivo para visualizar la apariencia de los productos
alimenticios pues especifica el tono de un color determinado mediante la expresién
de la medida angular correspondiente a su representacion en un sistema estandar
como el CIELab (Sanz & Gallego, 2001).

Por lo demas, la incorporacion de un agente antioxidante en el sistema de
nanoparticulas que recubrié a las manzanas permitié6 que la tonalidad de estas
variara en menor medida durante el almacenamiento lo que repercutidé en la

calidad visual que presentaron.

La efectividad de incorporar la vitamina E en las nanocéapsulas que recubren las
manzana frescas cortadas sobre los valores de H* estan de acuerdo con los

resultados obtenidos en los valores de a*, dado que este indice se calcula con las
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coordenadas cromaticas del sistema CIELab. (a* y b*) mostrando una relacion

directa entre los valores de a* y H*.
3.5 Determinacion de respiracion

Los cambios en velocidad de respiracion que muestran los frutos frescos cortados
se puede expresar en funcion a la velocidad de consumo de oxigeno (Fonseca y
col., 2002). En la Figura 26 se muestra el cambio en el porcentaje de oxigeno en

manzana por efecto de los diferentes tratamientos.
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Figura 26.Concentracion de oxigeno en el espacio de cabeza de manzana fresca

cortada.

El consumo de oxigeno de las manzanas frescas cortadas recubiertas con los
diferentes sistemas nanoparticulados fue menor, en comparacion con el control, lo
gue indica que el uso de recubrimientos nanoparticulados generan un bajo rango
de transmision de O,, esto se debe a la formacion de una atmosfera modificada
alrededor del producto reduciendo el consumo de oxigeno y en consecuencia su

metabolismo y las reacciones de oxidacion.

En la Figura 27 se observan las modificaciones en la velocidad de respiracion de
los diferentes sistemas de recubrimiento en comparacién con el control.
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Figura 27. Velocidad de respiracion O, ml kg™ h™* de manzana fresca cortada

La Figura 27 demuestra que la velocidad de respiracion incrementa gradualmente
durante un tiempo hasta alcanzar un valor maximo y entonces empieza a
disminuir, este comportamiento también es reportado por (Fonseca y col., 2002) y
(Torrieri y col., 2009) de igual forma se aprecia que las manzanas control
presentaron una mayor velocidad de respiracion que aquellas que fueron

recubiertas con los sistemas nanoparticulados.

En cuanto a los resultados obtenidos y con la finalidad de correlacionarlos con
aquellos que se han reportado, se ha encontrado que la respiracién para manzana
fresca cortada oscila en un en un rango de 3 a 20 ml Kg™* h™* dependiendo del
cultivar, temperatura y composicion del espacio de cabeza (Lakakul y col., 1999;
Hong & Kim, 2001; Fonseca y col., 2002; Zhu y col.,, 2002); sin embargo en
ninguno de los casos se manejan sistemas dispersos de tamafio nanométrico
como recubrimiento. En lo que refiere a esta investigacion, el nivel maximo
alcanzado por la manzana control fue de 1.6 ml Kg™ h™%, en tanto que aquellas que
fueron recubiertas con los sistemas nanoparticulados no superan la unidad. De
acuerdo a (Vargas y col., 2008) las propiedades de barrera de los recubrimientos

comestibles pueden ser evaluados por la velocidad de respiracion; ya que los
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recubrimientos comestibles actian como una barrera para el intercambio de gases
por lo tanto hay menos oxigeno disponible generando, de igual forma una menor
liberacion de CO, por parte del producto, bajo este argumento se puede decir que
las propiedades de barrera de los sistemas nanoparticulados muestran
superioridad en comparacion con los recubrimientos convencionales;
disminuyendo notoriamente la senescencia del producto pues se limita la

degradacion de las reservas organicas y manteniendo la calidad del sabor.

Por otra parte de acuerdo a (Shirsat & Nair, 1981) la actividad de FAL es
estimulada por la concentracion de oxigeno por lo que limitando el contacto con el

tejido de la fruta, la actividad de la FAL se ve notablemente reducida.
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V. CONCLUSIONES
Los resultados mostraron que la aplicacion de nanoparticulas regula la biosintesis
de polifenoles pues los tratamientos limitaron la actividad de la fenilalanin amonio-
liasa E.C. 4.3.1.5 presentando mejores resultados los recubrimientos de
nanocapsulas; aumentando la vida util de las manzanas con respecto al control
manteniendo la calidad visual del producto al disminuir los cambios indeseables de
color, con esto ademas se mantiene la capacidad antioxidante de las manzanas.
El conocer los cambios que ocurren en la actividad de FAL genera una estrategia
sencilla e indirecta de evaluar, de forma general, la induccién del metabolismo de
los fenilpropanoides ya que los compuestos fendlicos tienen una gran contribucion
sobre la calidad sensorial de la manzana fresca cortada.
El uso individual de nanoparticulas asi como la incorporacion de vitamina E dentro
de estas resultaron efectivos en el mantenimiento del color de manzana fresca
cortada. Sin embargo la incorporaciéon de un agente antioxidante en las
nanocapsulas generé una menor variacion en los parametros e indices de color,
en comparacion con el resto de las muestras tratadas.
Los recubrimientos nanoparticulados generan un bajo rango de transmision de O,
esto se debe a la formacién de una atmosfera modificada alrededor del producto
reduciendo el consumo de oxigeno y en consecuencia su metabolismo y las
reacciones de oxidacion.
Finalmente el aprovechamiento de la nanotecnologia como método de
conservacion de alimentos permite la generacién de frutas frescas-cortadas y
refrigeradas como posibles alimentos funcionales de larga vida util debido al alto
potencial para encapsular ingredientes nutracéuticos como el a-tocoferol, agentes
antioscurecimiento, colorantes, sabores, nutrientes y compuestos antimicrobianos

que benefician no so6lo al producto sino también al consumidor.
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